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Abstract   
This project will describe the metastasis process, the metastasis promoting proteins S100A4 
and uPA, analyze functional mouse model studies of S100A4 and uPA, and discuss the quality 
of these models. Metastasis causes 90 % of all deaths among cancer patients. Metastasis of the 
tumor is a process of several combined steps and comprised of; local invasion, intravasation, 
survival in the blood steam, arrest at a distant organ, extravasation, creation of micro 
metastasis and metastatic colonization. The S100A4 protein has been shown to play a major 
role in several cancer types ability to form metastases, because the protein has influence both 
intra- and extracellularly. S100A4 regulates cell motility, cell adhesion, apoptosis, cytoskeleton 
dynamics and angiogenesis. uPA also plays a part in metastasis by activating plasmin and 
thereby start the degradation of the ECM, and uPA also stimulates the metastasis process by 
upregulating growth factors such as VEGF. Both syngene, xenogene transplant mouse models, 
transgene models such as PyMT mouse models and knockout models are used to study the 
metastasis process and the function of metastasis inducing proteins. Results from the studies 
of S100A4 and uPA, points towards them both having a big influence in the development of 
metastasis, and that the stroma surrounding the tumor has a key role in understanding 
metastasis. The surrounding stroma is of interest because both S100A4 and uPA interact with 
it. For example, S100A4 has been shown to be essential for a non-metastatic cancer to form a 
metastatic phenotype. The projects purpose is to illuminate if the conditions of the mouse 
models are optimal, if the metastasis process in the mouse model can be used to understand 
human cancer better, and if yes to what degree. The advantages and disadvantages there is with 
the use of mouse models will be discussed. The aforementioned mouse models can be used to 
give an idea of what role proteins have in cancer and metastasis, but all such results must be 
viewed from a critical standpoint. There is still no ideal model to study the metastasis process, 
because none of the aforementioned mouse models represents the entire process or represents 
realistic circumstances. Cre-loxP technology have made mouse models better, by making it 
possible to control the expression of proteins in specific tissue. To describe processes like the 
metastasis process completely a better model is still needed with more advanced mice.  
Roskilde Universitet   Fagmodulprojekt: Medicinalbiologi 
Side 3 af 73 
 
Resume 
Dette projekt beskriver metastaseprocessen, de metastase-fremmende proteiner S100A4 og 
uPA, analyserer funktionelle studier af S100A4 og uPA med musemodeller, samt diskuterer 
kvaliteten af disse musemodeller. Metastasering er årsag til 90% af alle dødsfald blandt 
cancerpatienter. Metastasering af en tumor er en proces med flere forbundne trin og består af; 
lokal invasion, intravasation, overlevelse i blodbanen, tilbageholdelse ved andet organ, 
extravasation, mikrometastase dannelse og metastatisk kolonisering. S100A4 proteinet har 
vist sig at have en stor rolle i flere cancertypers evne til at metastasere, da det influerer både 
intra- og ekstracellulært. S100A4 regulerer blandt andet cellemotilitet, celleadhæsion, 
apoptose, cytoskelet og angiogenese. uPA spiller også en rolle i metastaseprocessen ved at 
aktivere plasmin, der fører til en nedbrydning af den ECM, og samt stimulere vækstfaktorer 
som VEGF. Der anvendes både syngene, xenogene transplantationsmusemodeller, transgene 
musemodeller, som for eksempel PyMT musemodellen, og knockout musemodeller til at 
studere metastaseprocessen og funktionen af metastase-fremmende proteiner. Resultater af 
musestudier viser, at både S100A4 og uPA proteinerne har stor betydning for, om der udvikles 
metastaser, og er derfor vigtige faktorer under metastaseringsprocessen. Det omkringliggende 
stroma har også vist sig at være til interesse for forskning i cancer, da både S100A4 og uPA 
interagerer med stroma. Ekstracellulært S100A4 var eksempelvis essentiel for at danne en 
metastatisk fænotype i ikke metastatiske cancercellelinjer. Dette projekt har til formål at belyse 
om betingelserne for musemodellerne er optimale, om resultaterne fra musemodellerne kan 
bruges til at forstå human cancer bedre samt hvilke fordele og ulemper, der er ved brugen af de 
forskellige musemodeller. Musemodeller kan bruges til at give et indblik i, hvilken rolle de 
metastase-fremmende proteiner har i cancer og metastaseprocessen. Der findes dog ikke en 
ideel model til at undersøge metastaseringsprocessen, da de førnævnte musemodeller enten 
ikke repræsenterer hele metastaseprocessen eller ikke repræsenterer realistiske 
omstændigheder. Udvikling af Cre-loxP teknologien har optimeret musemodellerne ved at gøre 
det muligt at kontrollere ekspressionen af proteiner i bestemt væv. For at studere hele 
metastaseprocessen fuldstændigt mangles der stadig en model med mere specifikke mus.  
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1 Indledning 
Efter 50 år med cancerforskning er cancer stadig en af de vanskeligste sygdomme at behandle 
og er en livstruende sygdom (Bradbury, 2007). I 2013 blev 37.075 personer i Danmark 
diagnosticeret med cancer (Institut and Cancerregisteret, 2013). Selvom der benyttes en stor 
mængde ressourcer til forskningen i cancer, er der stadig store problemer med 
cancerbehandlingen. En årsag til, at cancer er svær at behandle, er cancercellernes evne til at 
sprede sig og derved danne metastaser. Så længe cancercellerne kun findes et sted i kroppen, 
kaldet primærtumoren, er det muligt at fjerne cancervævet ved hjælp af operation. Så snart 
cancercellerne bryder ud af basalmembranen og forlader primærtumoren, komplicerer det 
behandlingen betydeligt. Behandlingen kompliceres i og med at cancercellerne spredes til 
blodbanen og har derved mulighed for at sprede sig til hele kroppen (Bradbury, 2007).  
 
Metastasering er den proces, hvor cancercellerne bryder basalmembranen og danner en 
sekundærtumor et andet sted i kroppen. Metastaseringsprocessen er vigtig at kende for at 
kunne forstå cancer som sygdom, og derved opnå bedre behandlinger af patienter og hæve 
overlevelsesraten (Valastyan and Weinberg, 2011). En af metoderne til at forstå 
metastaseringsprocessen er ved at opstille modeller for processen. Disse modeller kunne for 
eksempel være musemodeller, der ofte bruges. Der findes mange forskellige musemodeller, 
som undersøger de forskellige stadier i metastaseringsprocessen. Forskellen på 
musemodellerne er for eksempel, hvordan musene udvikler cancer. Nogle af musemodellerne 
springer de første trin over i metastaseringsprocessen, andre de sidste trin over. Spørgsmålet 
er hvilke modeller er de bedste? Hvilke fordele og ulemper er der ved de forskellige 
musemodeller, og kan der overhovedet stoles på musemodellerne? Musemodeller bruges til at 
studere nogle specifikke processer i metastasering og der vil i dette projekt blive fokuseret på 
de metastase-fremmende proteiner S100A4 og uPA og proteinernes rolle i 
metastaseringsprocessen. Hvordan de stimulerer metastase? Hvordan de kan hæmmes? Hvilke 
modeller er anvendt til at studere disse proteiner, og hvilken viden er forskerne kommet frem 
til? Kan denne viden overføres til mennesker? Dette er spørgsmål, som vil blive undersøgt 
igennem projektet ved at svare på følgende problemformulering.  
  
Roskilde Universitet   Fagmodulprojekt: Medicinalbiologi 
Side 7 af 73 
 
1.1 Problemformulering  
Hvilke musemodeller anvendes til funktionelle studier af metastase-fremmende proteiner? 
Herunder hvordan er musemodellerne udviklet, og hvilke fordele og ulemper er der ved de 
forskellige modeller? I projektet fokuseres der på de metastase-fremmende proteiner S100A4 
og uPA, og hvordan de stimulerer metastase. 
1.2 Læsevejledning 
Der er i projektet benyttet forkortelser. Forkortelserne vil skrives ud første gang de bruges og 
herefter vil det kun være forkortelsen, der bliver brugt. Forkortelserne vil herefter kunne 
findes i 1.2.1 Forkortelseslisten. Når der refereres til overskrifter på kapitler vil dette skrives 
med kursiv, ligesom gener også vil skrives med kursiv.  
1.2.1 Forkortelsesliste 
BMDC: Bone Marrow Progenitors  
Bp: Basepair 
CT: Computed Tomography  
ECM: Extracellular Matrix 
EMT: Epithelial-Mesenchymal Transition 
ER: Estrogen Receptor  
ErbB2: V-erb-b2 Avian Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog2 
ES celler: Embryonic Stem Cells 
FGF2: Fibroblast Growth Factor-2 
G-CSF: Granulocyte-Colony Stimulation Factor 
GFP: Green Fluorescent Protein 
HGF: Hepatocyte Growth Factor 
IHC: Immunohistochemistry  
i.v.: Intravenous 
IVM: Intravital Multiphoton  
Kcat: Catalytic Rate 
Km: Michaelis Constant 
LTR: Long Terminal Repeat  
MET: Mesenchymal-Epithelial Transition 
MMP: Matrix Metalloproteinaser 
MMTV: Mouse Mammary Tumor Virus 
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Mr: Relative Molecular Mass 
MRI: Magnetic Resonance Imaging  
NeoR: Neomycin-Resistance Gene 
NK-celler: Natural Killer Cells 
NOD: Nonobese Diabetic 
NOG: Noggin 
p53: Tumor Protein 53  
PAI-1: Plasminogen Activator Inhibitor 1 
PAI-2: Plasminogen Activator Inhibitor 2 
PET: Positron Emission Tomography  
PI3K: Phosphoinositide 3-kinase  
PR: Progesterone Receptor 
PyMT: Polyoma Middle T-antigen 
RANTES: Regulated-Upon-Activation, Normale T-cell Expressed and Secreated 
rb: Retinoblastoma  
s.c.: Subcutaneously 
SCC: Squamous Cell Carcinomas 
SCID: Severe Combined Immunodeficiency 
TGF-𝜷: Transforming Growth Factor 𝛽 
TIMP: Tissue Inhibitors of Metalloproteinases 
TK:  Thymidine Kinase  
tPA: Tissue Plasminogen Activator 
uPA: Urokinase Plasminogen Activator  
uPAR: Urokinase Plasminogen Activator Receptor 
VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor 
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2 Udviklingen af cancer  
Dette kapitel vil først beskrive udviklingen af cancer og derefter hvilke molekylære 
mekanismer, som ligger bag udviklingen af cancer. Dette gøres for at få en bedre forståelse for, 
hvorfor cancer er svær at behandle, samt for at opnå den baggrundsviden, der danner grundlag 
for forståelsen af invasion-metastase kaskaden. 
 
Cancer opstår, når celler begynder at dele sig ukontrolleret. Udviklingen af cancer er en proces 
med flere trin og opstår på grund af en ophobning af mutationer. Disse mutationer kan for 
eksempel være forårsaget af stråling, rygning, arv og miljø. Normale celler har en stram 
regulering af cellevækst og differentiering, men denne regulering har cancerceller undveget. 
Cancercellernes ukontrollerede celledeling medfører, at der dannes tumorvæv (Nelson and 
Cox, 2013). Der findes to forskellige former for tumorer; benigne og maligne tumorer. En 
malign tumor er ondartet og er karakteriseret ved, at den kan sprede sig til nyt væv. En benign 
tumor er godartet og spreder sig ikke i modsætning til maligne tumorer. Benigne tumorer 
består af abnorme celler, der har delt sig for meget, hvor maligne tumorer består af cancerceller 
(Reece et al., 2011). Cancer, som opstår fra epitelvævet, kaldes også carcinoma, og kan inddeles 
i forskellige stadier (Alberts et al., 1994). Disse stadier er vist på figur 1.  
 
Figur 1 viser forstadierne til cancer. I cancer, der opstår fra epitelvævet, er det muligt at skelne mellem de forskellige 
histopatologiske stadier i udviklingen af en tumor (Alberts et al., 1994). Det starter med en enkelt mutation, som 
følges af flere. Det første stadie, hyperplasi, er, hvor cellerne virker normale, men har en mutation i et 
vækstkontrollerende gen og dermed deler sig hurtigere end normalt. Dysplasi er stadiet,  hvor antallet af celler også 
stiger, og cellerne er ændret i deres form og størrelse (Hahn and Weinberg, 2002). En benign tumor bliver til in situ 
cancer, når alle epitellag består af udifferentierede prolifererende celler. Invasiv og malign cancer er, når 
basalmembranen er brudt og cancercellerne er kommet ud i blodbanen, hvor de kan sprede sig til andre væv og 
organer og danne metastaser (Alberts et al., 1994). Modificeret (Institute, 2012).  
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Første stadie, efter en celle er muteret, er hyperplasi, hvor cellerne virker normale, men deler 
sig hurtigere end normalt. Dysplasi er stadiet, hvor antallet af cellerne også stiger, og cellerne 
er ændret i deres form og størrelse (Hahn and Weinberg, 2002). En benign tumor bliver til in 
situ cancer, når alle epitellag består af udifferentierede prolifererende celler. Invasiv og malign 
cancer er, når basalmembranen er brudt, og cancercellerne er kommet ud i blodbanen, hvor de 
kan sprede sig til andet væv og organer, hvorefter metastaser dannes (Alberts et al., 1994).  
2.1 Molekylære mekanismer, der ligger bag udviklingen af cancer 
Hanahan og Weinberg har foreslået, at der skal seks essentielle ændringer til i cellens fysiologi, 
før der opstår malign vækst. Disse seks ændringer forårsages oftest af mutationer i proto-
onkogener og tumorsuppressorgener, og disse mutationer er også det, der definerer cancer, 
som en genetisk sygdom (Hanahan and Weinberg, 2011). Mutationer i proto-onkogener er 
dominante mutationer, hvilket betyder, at den muterede allel dominerer over wild-type allelen. 
Når et proto-onkogen muteres kaldes det et onkogen. Mutationer i tumorsuppressorgener er 
derimod ofte recessive mutationer, hvilket betyder, at wild-type allelen dominerer over den 
muterede allel, før det kan føre til cancer. Mutationer i proto-onkogener fører til ”gain-of-
function”, mens mutationer i tumorsuppressorgener fører til ”loss-of-function”. Proto-
onkogener koder for proteiner, som er involveret i signal pathways, der regulerer cellevækst. 
Hvis der opstår et onkogen, vil det føre til ændringer i disse signal pathways og dermed til 
ændringer i cellefunktioner, som profileration, cellecyklusregulering og apoptose. 
Tumorsuppressorgener koder for proteiner, der er med til at begrænse cellecyklusregulering 
og cellevækst. Nogle af de bedst karakteriserede tumorsuppressorgener koder for proteinerne 
Retinoblastoma (Rb) og tumor protein 53 (p53). Mutationer i Rb ses oftest hos små børn, som 
bliver blinde af mutationer i begge alleler i Rb genet. Børnene har typisk tumorer i begge øjne 
og vil have en højere risiko for at udvikle brystcancer, lungecancer og prostatacancer senere i 
livet, hvis de overlever. I mere end 50 % af alle cancerformer er p53 defekt. Mutationer i 
stabilitetsgener, også kaldet DNA reparationsgener, kan også medvirke til cancer, da disse 
gener koder for proteiner, hvis funktion er, at reparere genetiske fejl forårsaget af afvigende 
DNA-replikation, ioniserende stråling eller miljømæssige cancerfremkaldende stoffer. 
Mutationer i DNA reparationsgener medfører en høj frekvens af DNA skader, som ikke er blevet 
repareret i andre gener, såsom proto-onkogener og tumor-suppressorgener (Nelson and Cox, 
2013).  
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De seks essentielle ændringer, beskrevet af Hanahan og Weinberg, som cellen gennemgår er at; 
undgå apoptose, opregulere angiogenese, dele sig konstant, invadere væv og metastasere, 
ignorere antivækst signaler og udføre autokrin signalering. Normale celler har antiproliferative 
signaler, som sørger for at opretholde hviletilstanden og vævshomeostase, samt antivækst 
signaler, som blokerer celledelingen. Cancerceller producerer mange af deres egne 
vækstsignaler, da de er i stand til autokrin signalering, og er derfor ikke i så høj grad, som den 
normale celle, afhængig af vækstfremmende proteiner fra det normale vævs mikromiljø. 
Derudover skal cancercellerne også undgå de antiproliferative signaler. Hvis den normale celle 
for eksempel får en DNA skade igangsættes apoptose. Apoptose er programmeret celledød og 
sørger for, at den ødelagte celle bliver nedbrudt (Hanahan and Weinberg A., 2000). Cancerceller 
kan også blive ved med at dele sig uendeligt, fordi de har telomerase aktivitet, hvilket somatiske 
celler ikke har. Telomerase opretholder telomerenes længde, så cellen undgår ældning (Shay 
W. and Bacchetti, 1997). Cancerceller har, som normale celler, brug for næringsstoffer og 
oxygen for at kunne vokse. Cancerceller kan ved simpel diffusion optage næringsstoffer og 
oxygen fra blodbanen indtil tumoren er 1-2 mm stor og har herefter behov for et nyt netværk 
af blodkar (Neufeld et al., 1999). Angiogenese er evnen til at danne nye blodkar ud fra 
eksisterende blodkar (Hanahan and Weinberg A., 2000). Efterhånden, som der bliver flere 
cancerceller, begynder de at danne deres egne blodkar for at kunne vokse yderligere, se figur 
2. Neoangiogenese er en proces, hvor tumorceller stimulerer dannelsen af nye blodkar. I 
modsætning til angiogenese behøver neoangiogenese ikke eksisterende blodkar for at danne 
nye. Neoangiogenese danner blodkar, der ofte er svage og nemme at trænge igennem, hvilket 
gør det nemmere for tumorcellerne at metastasere (Valastyan and Weinberg, 2011).  
 
Figur 2 viser hvordan cancerceller, efterhånden som de bliver flere, begynder at danne deres egne blodkar, også 
kaldet angiogenese, for at få nok næringsstoffer og oxygen til at vokse (Ferrara, 2004). 
Til sidst i cancercellernes udvikling løsriver cancercellerne sig fra primærtumoren og invaderer 
det omkringliggende væv, hvorfra de bevæger sig ud i blod- eller lymfebanen, hvor 
cancercellerne kan invadere nye områder og dermed danne nye kolonier. Cancercellerne, som 
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kommer fra primærtumoren, og har dannet en sekundærtumor et nyt område, kaldes 
metastaser (Hanahan and Weinberg A., 2000). Det er kun 0,01 % af de cancerceller, som 
kommer ud i blodbanen, der overlever og får dannet metastaser (Liotta and Stetler-Stevenson, 
1991). Metastaser er årsag til 90 % af de humane cancer dødsfald (Hanahan and Weinberg A., 
2000).  
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3 Metastase 
I følgende kapitel vil metastaseringsprocessen beskrives. Invasion-metastase kaskadens syv 
trin vil blive gennemgået i detaljer, herunder hvilke proteiner, der regulerer de forskellige trin. 
Viden om metastaseringsprocessen er nødvendig for at studere hvor, hvornår og hvordan de 
metastase-fremmende proteiner uPA og S100A4 spiller en rolle.  
 
Metastaser udvikles gennem en proces, som består af flere forbundne trin. Valastyan og 
Weinberg har foreslået en proces på syv trin fra dannelsen af primærtumoren til 
makroskopiske metastaser, der kan opdages klinisk. Denne proces kalder Valastyan og 
Weinberg invasion-metastase kaskaden. Efter dannelsen af primærtumoren er de syv trin i 
invasion-metastase kaskaden; lokal invasion, intravasation, overlevelse i blodbanen, 
tilbageholdelse ved et andet organ, extravasation, mikrometastase formering og 
metastasekoloni dannelse (Valastyan and Weinberg, 2011). Invasion-metastase kaskadens syv 
trin ses på figur 3. 
 
Figur 3 viser invasion-metastase kaskadens forskellige trin. Efter primærtumoren er dannet er første trin, at 
lokalmiljøet invaderes. Herefter brydes basalmembranen og tumorceller spreder sig til blodbanen i trinnet 
intravasation. Næste trin i invasion-metastase kaskaden er, at tumorcellerne skal overleve i blodbanen, efter 
cirkulation i blodbanen tilbageholdes tumorcellerne ved et andet organ, her er næste opgave for tumorcellerne at 
extravasere og forlade blodbanen. Næste trin i invasion-metastase kaskaden er, at tumorcellerne danner 
mikrometastaser i det nye miljø. Næste step er, at mikrometastaserne vokser sig store og danner kolonier. Efter disse 
trin vil metastasekolonier kunne ses klinisk (Valastyan and Weinberg, 2011). 
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Genetiske ændringer forårsaget af mutationer og/eller epigenetiske ændringer i tumorcellerne 
er det, der driver trinene i invasion-metastase kaskaden (Valastyan and Weinberg, 2011). 
Invasion-metastase kaskaden inddeles ofte i tre hovedevents: intravasation, overlevelse i 
blodbanen og extravasation. Intravasation er, når tumorcellerne bryder basalmembranen, 
forlader primærtumoren og trænger ind i blodbanen. Tumorcellerne skal, efter de er trængt 
ind i blodbanen, overleve i det nye miljø og undgå angreb fra eksempelvis immunsystemet. 
Tumorcellerne føres via blodet rundt i kroppen og næste trin er at forlade blodbanen igen, 
kaldet extravasation, tilpasse sig til det fremmede væv og derved danne en sekundærtumor det 
nye sted (Kaiser and Nasir, 2008 ). Trinene på figur 3 beskrives i de næste afsnit. 
3.1 Lokal invasion og intravasation 
Lokal invasion er første trin i invasion-metastase kaskaden og involverer invadering af det 
omkringliggende Extracellular Matrix (ECM). Invadering af det omkringliggende ECM 
indebærer, at tumorceller forlader primærtumoren og trænger ind i stroma (Valastyan and 
Weinberg, 2011). For at tumorcellerne kan trænge ind i stroma og invadere skal tumorcellerne 
bryde gennem basalmembranen (Bissell and Hines, 2011). Basalmembranen er det lag, der 
adskiller tumorcellerne fra stroma. Stroma består af ECM, proteaser, vækstfaktorer, som 
cytokiner, og en masse forskellige celler som interagerer med hinanden, disse celler er for 
eksempel immunceller som lymfocytter, granulocytter, monocytter, makrofager og 
dendritceller, samt fibroblast og vaskulære celler som endotelceller og pericytter (Liotta and 
Kohn, 2001). Stroma, basalmembranen og de forskellige slags celler er vist på figur 4.  
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Figur 4 viser mikromiljøet omkring en tumor med stroma og basalmembranen der i dette tilfælde er brudt. Stroma 
består af ECM og en masse forskellige celler som immunceller eksempelvis lymfocytter, granulocytter, monocytter, 
makrofager og dendritceller, samt fibroblast og vaskulære celler som endotelceller og pericytter. Stroma består, 
udover det der er vist på billedet, også af proteaser og vækstfaktorer, som cytokiner (Liotta and Kohn, 2001).  
Normalt er celler, ved hjælp af celle til celle adhæsion, yderst velorganiserede. Tumoren 
udvikler sig fra stadiet in situ til invasiv carcinoma, når tumorcellerne bryder basalmembranen. 
For at tumorcellerne kan trænge igennem basalmembranen, skal de kunne undslippe celle til 
celleadhæsionen og frigøre sig fra nabocellen (Thiery et al., 2009). For at tumorcellerne kan 
gennemføre denne udvikling og overkomme disse hindringer for invasion, skal cancercellerne 
udvikle et cellebiologisk program kaldet Epithelial-Mesenchymal transition (EMT). EMT er 
processen, hvor epitelceller udvikles til mesenkymal-lignende celler ved at miste deres celle 
adhæsions egenskaber, cellepolariteten, hvormed de får invasive egenskaber. EMT har en 
afgørende rolle i lokal invasion og intravasation, hvor den modsatrettede proces Mesenchymal-
Epithelial Transition (MET) har en afgørende rolle under extravasation (Geiger and Peeper, 
2009; Thiery et al., 2009). EMT processen involverer dannelsen af celler, der ikke udtrykker E-
cadherin. E-cadherin er vigtig for cellens adhæsions egenskaber, da E-cadherin holder cellerne 
sammen ved hjælp af adhæsions junktions. Disse adhæsions junktions dannes ved, at E-
cadherin fra de to naboceller bindes sammen og holder de to celler tæt sammen. Cellerne 
begynder også at udskille Matrix Metalloproteinaser (MMP’er). MMP’er er endopeptidaser, som 
alle er zink afhængige (Kessenbrock et al., 2010). Den store familie af MMP’er er sammensat af 
25 endopeptidaser hos mennesker og 24 hos mus. MMP familien er inddelt i seks undergrupper 
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på grund af deres forskellige struktur. Forskellen i strukturen gør også, at MMP’er er involveret 
i mange forskellige fysiologiske processer (Wieczorek et al., 2015). Eksempler på de 
fysiologiske processer som MMP’er har en afgørende rolle i, er omstrukturering af væv, 
udvikling af organer, regulering af inflammatoriske processer og cancer (Kessenbrock et al., 
2010). I forhold til cancer ændrer MMP’er den ECM omkring tumoren, så der derved udskilles 
angiogenetiske vækstfaktorer (Geiger and Peeper, 2009), som for eksempel Vascular 
Endothelial Growth Factor (VEGF) (Woodhouse et al., 1997).  MMP’er findes ofte i deres 
inaktive form pro-MMP, dette er for at beskytte den ECM mod unødvendige ændringer. Når der 
er behov for, at den ECM skal omformes udsender celler i nærheden proteaser, der kan aktivere 
pro-MMP’erne. S100A4 opregulerer ekspressionen af MMP’er (Semov et al., 2005). Den ECM 
skal kun omformes, når der er behov. Denne proces er derfor nøje reguleret af både aktivatorer 
og inhibitorer. Tissue Inhibitors of Metalloproteinases (TIMP’er) er endogene proteiner, og et 
eksempel på en inhibitor af MMP’er.  Der er en lang række inhibitorer og aktivatorer, som består 
af proteaser, der i sidste ende aktiverer eller inaktiverer MMP’erne. Hovedaktivatoren er 
Urokinase Plasminogen Activator (uPA). Tumorcellerne aktiverer MMP’erne ved hjælp af 
plasmin, som bliver aktiveret af uPA. Denne aktiveringsproces kan eskalere, fordi uPA og 
plasmin aktiverer hinandens inaktive former (Andreasen et al., 1997), hvilket kan ses på figur 
5. uPA og plasmin systemet vil blive beskrevet i detaljer i kapitel 7 Det metastase-fremmende 
protein uPA. S100A4 interagerer også med annexin-II og Tissue Plasminogen Activator (tPA), 
som accelerer omdannelsen af plasminogen til plasmin (Semov et al., 2005). S100A4 vil blive 
beskrevet i kapitel 5 Det metastase-fremmende protein S100A4. 
 
Figur 5 viser aktiveringskredsen af plasmin og uPa. Aktiveringen af uPA og plasmin kan hurtigt eskalere, fordi begge 
proteaser aktiverer hinandens inaktive former, og derved opregulerer hinanden (Foghsgaard et al., 2001). 
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Intravasation er andet trin i invasion-metastase kaskaden, og er trinnet, hvor de invasive 
tumorceller trænger igennem blodkapillærerne ind i blodbanen eller lymfekarrerne (Gupta and 
Massagué, 2006). Som beskrevet tidligere ændrer MMP’er den ECM og medvirker til, at der 
udskilles angiogenetiske og neoangiogenetiske vækstfaktorer. De nye blodkar, der dannes via 
neoangiogenese, adskiller sig fra blodkar i normalt væv ved at have en tendens til at være mere 
permeable for tumorcellerne, hvilket gør det nemmere for tumorcellerne at intravasere 
(Woodhouse et al., 1997).  
3.2 Overlevelse i blodbanen 
Efter tumorcellerne er trængt ind i blodbanen skal de kunne undslippe forskellige barrierer for 
at kunne overleve i blodbanen. Tumorcellerne skal undgå en bestemt form for apoptose, kaldet 
anoikis, samt modstå angreb fra immunsystemet (Valastyan and Weinberg, 2011). Anoikis er, 
hvor celledød igangsættes på grund af, at cellen har mistet sine celleadhæsions egenskaber. 
Anoikis er dermed endnu en barriere, tumorcellerne skal kunne undgå for at kunne 
metastasere, som også blev beskrevet i kapitel 2 Udviklingen af cancer (Geiger and Peeper, 
2009). Tumorceller, der cirkulerer rundt i blodbanen, skal også kunne modstå angreb fra 
Natural Killer Cells (NK-celler) og T- og B-lymfocytter. Tumorceller undgår disse angreb ved at 
immunsupressor cytokiner overudtrykkes. Disse cytokiner er for eksempel Transforming 
Growth factor 𝛽 ( TGF- 𝛽 ), interleukin-10 og interleukin-23 (Gupta and Massagué, 2006).  
S100A4 har også vist sig at kunne stimulere T-lymfocytter samt proinflammatoriske cytokiner 
som eotaxin-2 og Granulocyte-Colony Stimulation Factor (G-CSF) (Grum-Schwensen et al., 
2010).  
3.3 Tilbageholdelse ved et andet organ 
Efter tumorcellerne har overlevet de beskrevne angreb i blodbanen, skal tumorcellerne finde 
vej ud af blodbanen igen. Teoretisk set burde det være tilfældigt, hvor tumorcellerne 
tilbageholdes. Men det er set eksperimentelt, at dette ikke er tilfældet. Hver cancerform har 
visse målorganer, de oftest spreder sig til (Valastyan and Weinberg, 2011). Dette er vist på figur 
6. Den røde prik viser, hvor tumoren er placeret og metastasering til målorganerne er vist med 
den sorte streg. Tykkelsen af den sorte streg indikerer hyppigheden af metastaser fra den 
specifikke cancerform til det viste målorgan:  
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Figur 6 viser seks forskellige velstuderede cancertyper og deres få målorganer. Primærtumoren er vist med den røde 
prik, og de sorte streger viser, hvor cancertypen oftest metastaser til. Tykkelsen af den sorte streg indikerer den 
metastatiske hyppighed (Valastyan and Weinberg, 2011).  
På figur 6 ses seks forskellige cancertyper; A-brystcancer, B-tarmcancer, C-gastrisk cancer, D-
lungecancer, E-cancer i bugspytkirtlen og F-prostatacancer. Det ses på figur 6, at brystcancer 
hyppigst metastaser til knoglerne, og herefter henholdsvis til lungerne, hjernen og leveren. 
Tarmcancer metastaser ofte til leveren og herefter til lungerne. Gastrisk cancer metastaser 
hyppigst til leveren, men også til spiserøret og lungerne. Lungecancer metastaser mest til 
hjernen, og herefter ligeligt til binyrerne, leveren og knoglerne. Cancer i bugspytkirtlen 
metastaser hyppigst til leveren og herefter til lungerne. Prostatacancer metastaser oftest til 
knoglerne (Valastyan and Weinberg, 2011).  
 
Der er forskellige hypoteser om, hvorfor forskellige cancerformer oftest metastaser til 
specifikke målorganer. En af de første hypoteser var, at tumorcellerne fysisk blev stoppet i 
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cirkulationen på grund af deres størrelse i de små blodkar. Det er dog ikke kun på grund af 
mekaniske kræfter, da der i så fald ikke ville være specifikke målorganer, men i stedet være 
tilfældigt. Tumorcellerne bliver tilbageholdt mange steder i cirkulationen, men det er langt fra 
alle der danner metastaser. En nyere hypotese er, at de cirkulerende celler bliver guidet til 
specifikke organer blandt andet ved hjælp af ligand receptor interaktioner mellem cellerne og 
blodkarvæggene. Disse adhæsive interaktioner gør, at cellerne tilbageholdes (Valastyan and 
Weinberg, 2011). Derudover er der også forskellige cancerspecifikke markører, eksempelvis 
cytokiner og enzymer, der er med til at afgøre i hvilket organ, cancercellerne kan danne 
metastaser.  Stephen Paget fremstillede ”seed and soil” hypotesen i 1989 efter at have studeret 
data fra 735 kvinder med brystcancer. Paget kunne ud fra data konkludere, at det ikke var 
tilfældigt, hvor patienterne dannede metastaser (Langley and Fidler, 2011). Paget formulerede: 
”The seeds of a plant are carried in all directions; but they can only live and grow if they fall on 
congenial soil.” Cancercellerne fra primærtumoren er ”the seeds” og ”the soil” er stedet, hvor 
tumorcellerne danner metastaser (Mathot and Stenninger, 2012). Der arbejdes stadig ud fra 
Pagets hypotese i dag. Et studie fra 2005 af Kaplan et al. indikerer, at der kan dannes præ-
metastatiske nicher og cellulære klynger i andre organer, end hvor primærtumoren befinder 
sig, før tumorcellerne er kommet ud i blodbanen (Kaplan et al., 2005).  
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Figur 7 viser hvordan dannelsen af præ-metastatiske nicher forekommer. Primærtumoren udsender BMDC, myeloid 
celler, vækstfaktorer, cytokiner, kemokiner og proteaser, hvilket sætter sig på og nær andre organer i kroppen. BMDC 
udskiller efterfølgende vækstfaktorer, der omstrukturerer stroma omkring disse organer, sammen med kemokiner, 
hvilket medfører dannelsen af præ-metastatiske nicher. Myeloid celler producerer proteinerne S100A8 og S100A9 i 
de nye organer, som tiltrækker tumorcellerne. Disse præ-metastatiske nicher fungerer som soil efter Pagets hypotese 
omkring ’’seeds and soils’’. 
De præ-metastatiske nicher dannes ved, at cancercellerne i primærtumoren producerer 
vækstfaktorer og cytokiner, som rekrutterer Bone Marrow Progenitors (BMDC) (Kaplan et al., 
2005) og myeloid celler (Hiratsuka et al., 2006) til andre organer, og dermed medvirker til 
dannelsen af en præ-metastatisk niche (Kaplan et al., 2005). Disse cytokiner og vækstfaktorer 
samt aktiveringen af proteaser og kemokimer guider tumorcellerne til det pågældende organ. 
Kemokinerne, som bliver udskilt fra cancercellerne i primærtumoren og de omkringliggende 
stromaceller, styrer proliferation og differentiering af det vaskulære cellenetværk. En af de 
udskilte kemokiner kan for eksempel være VEGF-A. Derudover ændrer kemokinerne (Kaplan 
et al., 2006) og BMDC (Kaplan et al., 2005) også det lokale mikromiljø, som medvirker til 
dannelsen af de præ-metastatiske nicher. Dette kunne for eksempel være remodellering af den 
Roskilde Universitet   Fagmodulprojekt: Medicinalbiologi 
Side 21 af 73 
 
ECM eller en stigning i reaktive oxygenarter (Kaplan et al., 2006). Myeloid cellerne i den præ-
metastatiske niche producerer proteinerne S100A8 og S100A9, som tiltrækker tumorcellerne 
til det pågældende organ (Hiratsuka et al., 2006). De præ-metastatiske nicher er derfor 
favorable for tumorcellerne, da aktiveringen af blandt andet kemokinerne har gjort 
mikromiljøet et andet sted i kroppen modtagelig for tumorcellerne (Kaplan et al., 2006). ”Seed 
and soil” hypotesen har derved dannet grundlag for, at der undersøges mere end blot tumoren 
i dag. 
3.4 Extravasation  
Næste trin i invasion-metastase kaskaden er, at tumorcellerne skal forlade blodbanen og ind i 
det nye miljø, kaldet extravasation. Processen bag extravasation er, at tumorcellerne bevæger 
sig fra blodkaret ind i stroma ved at trænge gennem basalmembranen. Tumorcellerne kan dog 
også forlade blodbanen ved at initiere vækst og derved danne en mikrokoloni i blodbanen. 
Dette vil resultere i, at de omkringliggende blodkar sprænges, og tumorcellerne på den måde 
kommer i kontakt med vævet (Valastyan and Weinberg, 2011). Den først nævnte metode til 
extravasation ligner meget den omvendte proces af intravasation. I extravasation skal anoikis 
også undertrykkes (Geiger and Peeper, 2009).  
3.5 Mikrometastase dannelse og metastatisk kolonisering 
Efter tumorcellerne har forladt blodbanen og er trængt ind i vævet, skal tumorcellerne tilpasses 
det nye miljø. Mikromiljøet, ved målorganet for metastasen, er oftest meget anderledes end 
mikromiljøet ved primærtumoren. Mikromiljøet kan være anderledes ved for eksempel 
opbygningen af den ECM, hvilke vækstfaktorer og cytokiner, der er tilgængelige og selve 
stromacellerne (Valastyan and Weinberg, 2011). For at tilpasse sig til væv i modsætning til at 
cirkulere rundt i blodbanen, skal tumorcellerne gennemgår MET processen, hvor 
mesenkymalceller bliver til epitel lignende celler. Tumorcellerne har ikke længere behov for at 
kunne bevæge sig rundt, hvorefter formålet er at stabilisere sig i det nye miljø og danne en 
sekundærtumor (Thiery et al., 2009).   
 
Når tumorcellerne har tilpasset sig det nye mikromiljø, er det stadig ikke ensbetydende med at 
metastasen overlever. Tumorcellerne skal kunne dele sig i det nye miljø og derved danne 
makroskopiske metastaser. Dette trin i invasion-metastase kaskaden kaldes metastatisk 
kolonisering. Det ses eksperimentelt, at størstedelen af de metastaserede tumorceller går til 
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efter nogle uger eller måneder eller metastasen fortsætter som mikrokolonier. Mikrokolonier, 
der ikke er i stand til at vokse sig til makroskopiske metastaser, forbliver i en dvaletilstand uden 
at mindske eller forøge antallet af celler (Valastyan and Weinberg, 2011).  
 
Der forskes meget i metastaseprocessen, da det er afgørende for patienternes overlevelsesrate 
om der er udviklet metastaser eller ikke. For at opnå mere viden omkring metastaseprocessen 
benyttes musemodeller. Der benyttes forskellige musemodeller til at undersøge de forskellige 
trin i invasion-metastase kaskaden. De forskellige musemodeller vil blive gennemgået i det 
efterfølgende kapitel 4 Musemodeller for metastase. S100A4 og uPA er vigtige proteiner under 
udviklingen af metastaser, disse proteiner er nævnt kort i dette kapitel, og vil blive beskrevet i 
detaljer i henholdsvis kapitel 5 Det metastase-fremmende protein S100A4 og 7 Det metastase-
fremmende protein uPA. 
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4 Musemodeller for metastase 
I dette kapitel vil der være en gennemgang af syngene, xenogene, knockout og transgene PyMT 
musemodeller, samt deres fordele og ulemper. Musemodeller bruges til at undersøge de syv 
trin i invasion-metastase kaskaden nærmere. Musemodellerne bruges både til at opnå mere 
viden om metastaseprocessen generelt, men også for en specifik cancertyper og metastase-
fremmende proteiner. Dette afsnit danner grundlag for videre analyse i kapitlerne 6 
Funktionelle studier af S100A4 proteinet med musemodeller og afsnittet 8 Funktionelle studier af 
uPA proteinet med musemodeller. 
 
Musen er det mest anvendte forsøgsdyr indenfor cancerforskningen, da de blandt andet er 
nemme at holde, avle og har afkom af en sådan størrelse, at de er til at håndtere (Workman et 
al., 2010). Derudover ligner musens og menneskets protein-kodende genom hinanden op mod 
70 %. Musen er derved et relativt godt dyr til forskning vedrørende human biologi og 
sygdomme (Alstrup, 2010; Health, 2015). Musenes genom afviger blandt andet fra menneskets 
i de gener, som har med reproduktion at gøre. Mus har en meget hurtigere reproduktionscyklus 
end mennesket og er derved nemme at avle på (Workman et al., 2010). Hunmus er for eksempel 
allerede kønsmodne, når de er fem-syv uger gamle, hvorefter de er drægtige i cirka 21 dage. 
Kuldene består normalt af fire-tolv unger  (Miljøministeriet). 
4.1 Transplanterede musemodeller 
Transplanterede modeller er karakteriseret ved, at musen får indsprøjtet cancerceller. Der 
findes forskellige transplanterede musemodeller, herunder syngene og xenogene. Der findes to 
eksperimentelle fremgangsmåder, som bruges i de xenogene og syngene musemodeller, kaldet 
eksperimentelle metastase assays og spontane metastase assays (Khanna and Hunter, 2005). 
4.1.1 Syngene modeller  
I syngene transplanterede modeller bliver cancerceller eller cancervævet taget fra mus og 
derefter sprøjtet ind i genetisk identiske mus (Khanna and Hunter, 2005). Dette kaldes også for 
allograft (Jonkers and Derksen, 2007). Fordelen ved denne form for musemodel er, at tumoren 
og dens vært er fra det samme mikromiljø. Interaktionen mellem tumoren og værten i 
metastaseprocessen kan derfor undersøges i disse musemodeller (Saxena and Christofori, 
2013).  
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4.1.2 Xenogene modeller  
I xenogene transplanterede modeller er det cancerceller fra en anden art, oftest fra mennesker, 
som bliver sprøjtet ind i immunkompromitterede mus. Musene bliver nødt til at være 
immunkompromitterede, da musens immunforsvar ellers vil prøve at frastøde de humane 
cancerceller. De xenogene transplanterede modeller giver derfor ikke mulighed for at 
undersøge, hvilken rolle immunforsvaret spiller i tumorprogressionen. Der bruges typisk nude 
(Saxena and Christofori, 2013) og Severe Combined Immunodeficiency (SCID) mus (Lee et al., 
2006), der har en immundefekt, og SCID beige mus, hvor beige mutationen har elimineret NK-
celle funktionen. Nude mus har ingen T-lymfocytter og har derfor en meget lille B- lymfocyt 
aktivitet, hvor SCID mus har en mutation, der gør, at de hverken har B- eller T- lymfocytter 
(Saxena and Christofori, 2013). Der bruges også Nonobese Diabetic (NOD)-SCID og Noggin 
(NOG) mus. NOG mus har ingen T-, B-lymfocytter eller NK-celler og har dermed også en 
reduceret dendritcelle funktion og makrofag funktion (Saxena and Christofori, 2013).  
4.1.3 Eksperimentelle metastase assays 
Ved en eksperimentel metastase assay sprøjtes cancercellerne direkte ind i blodbanen, og der 
dannes derfor metastaser med det samme. Indsprøjtning direkte i blodbanen kaldes 
intravenous (i.v.). En af ulemperne ved denne form for indsprøjtning er, at cancercellerne 
kommer direkte ind i blodbanen fra starten af. Cancercellerne springer dermed de første trin 
af invasion-metastase kaskaden over. En anden ulempe er, at cancercellerne oftest bliver 
sprøjtet ind i halevenen på musene. Halevenen er meget tynd og cancercellerne cirkulerer 
derfor oftest i et højt antal af enkelte celler. Disse enkelte celler interagerer ikke lige så godt 
med målvævet i andre organer, som cancerceller fra en primærtumor, der oftest findes i 
klynger. Fordelen ved denne form for indsprøjtning er, at antallet og typen af cancercellerne, 
som bliver sprøjtet ind i blodbanen, er under kontrol. Derudover er metastaseforløbet også 
reproducerbart og konsekvent (Khanna and Hunter, 2005). 
4.1.4 Spontane metastase assays 
Med spontant metastase assay menes der, at cancercellerne bliver sprøjtet ind lige under 
huden, i et organ eller væv, hvorefter musen selv danner primærtumoren, som herefter spreder 
sig og danner metastaser. Indsprøjtning lige under huden kaldes subcutaneously (s.c.) (Khanna 
and Hunter, 2005). Cancercellerne bliver typisk sprøjtet ind i det samme organ, hvor 
cancercellerne oprindeligt er isoleret fra, også kaldet ortotopisk transplantation, eller ind i et 
væv, som er praktisk placeret og har en høj vaskularitet, såsom huden, også kaldet ektopisk 
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transplantation (Saxena and Christofori, 2013). Fordelen ved denne form for indsprøjtning er, 
at de tidlige stadier af invasion-metastase kaskaden kan studeres (Khanna and Hunter, 2005)  
 
Cancercellerne kan blive sprøjtet ind i musen forskellige steder afhængig af, hvilke organer eller 
væv, der ønskes undersøgt. Indsprøjtningen kan for eksempel ske i musens halevene, som 
oftest fører til lungemetastaser, hvor indsprøjtning i milten oftest vil føre til metastaser i 
leveren. Indsprøjtninger i hjertet kaldes intrakardial og fører til metastaser i for eksempel 
knoglerne, men også andre steder (Khanna and Hunter, 2005). Som beskrevet i kapitel 3 
Metastase spreder cancercellerne sig fra primærtumoren til bestemte målorganer. For 
eksempel spreder brystcancer sig typisk til knoglerne, lungerne, hjernen og leveren, mens 
prostatacancer næsten altid kun spreder sig til knoglerne (Saxena and Christofori, 2013).  
 
Ulempen ved brugen af musemodeller er, at musene er homozygot indavlede. Det at musene er 
genetisk ens er en af grundene til at resultaterne af deres metastaseproces ikke kan overføres 
direkte til mennesker, da hverken mennesker eller deres tumorer er genetisk ens (Khanna and 
Hunter, 2005). Hvis musemodellen skulle stemme overens med den genetiske variation, som 
er i mennesker, ville det kræve et stort antal mus for at se om, der overhovedet er en effekt.  
4.2 Genetisk modificerede musemodeller 
De transplanterede modeller har givet meget information om udviklingen af cancer, men de 
efterligner ikke hele metastaseprocessen. Derfor er de mere avancerede genmodificerede 
musemodeller udviklet. Musene i disse modeller er enten udviklet til at udtrykke et gen 
(trangen) eller et gen er fjernet (knockout). MMTV-PyMT modellen og Rip1-Tag2 modellen er 
nogle af de mest brugte transgene musemodeller. MMTV-PyMT modellen bruges til at studere 
metastatisk brystcancer og Rip1-Tag2 modellen bruges til at studere bugspytkirtel 𝛽 -celle 
cancerudvikling. Fordelen ved de genetisk modificerede musemodeller er, at musene har et 
funktionelt immunsystem, og at tumor-stroma interaktionen er fra den samme art. Ulempen 
ved brugen af genetisk modificerede mus er, at fjernelsen eller ekspressionen af det specifikke 
gen ikke kun er specifikt i tumoren, men i hele musen. PyMT er dog kun udtrykt i mammavæv 
og ikke i hele musen, og derved undgås denne ulempe i PyMT musemodeller. Fjernelsen eller 
ekspressionen af det specifikke gen kan føre til sterilitet og alvorlige udviklingsmæssige 
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defekter (Saxena and Christofori, 2013). I dette afsnit vil der blive gået i dybden med knockout 
mus og MMTV-PyMT musemodellen. 
4.2.1 Knockout mus 
Knockout mus har enten fået inaktiveret eller fjernet et bestemt gen for at undersøge, hvad 
dette gen har af funktion (Saxena and Christofori, 2013). Således kan funktionen af gener, som 
er involveret i cancer undersøges ved at udvikle knockout mus for disse gener.  
 
Knockout mus dannes ved, at det udvalgte gen modificeres in vitro ved at indsætte et Neomycin-
Resistance Gene (neoR) i genets exon, som sørger for inaktivering. neoR genet fungerer som en 
markør for, om cellerne har det modificerede gen i deres kromosom. Dette gen bliver sat ind i 
en vektor og får samtidig indsat en negativ markør, Thymidine Kinase (tk), på den ene ende. Tk 
markøren indikerer om vektoren er blevet indsat korrekt ved homolog rekombination. 
Vektoren bliver nu sat ind i Embryonic Stem Cells (ES celler) fra en mus, se figur 8 (Griffiths et 
al., 2012). 
 
Figur 8 viser dannelsen af knockout mus. Det valgte gen bliver modificeret in vitro ved at få indsat et neoR gen og tk 
gen, som fungerer som markører. Denne vektor bliver sat ind i ES celler fra mus (Griffiths et al., 2012).  
Der er tre mulige udfald ved rekombination i ES cellerne. Den første mulighed er, at neoR genet 
bliver sat ind korrekt i det originale gen ved homolog rekombination. ES cellerne vil så være 
neoR positive og tk negative, se figur 9 A. Vektorgenet indeholder nu et random funktionelt exon 
og tk markøren. Den anden mulighed er, at hele neoR genet bliver indsat tilfældigt i genomet. ES 
cellerne vil så være både neoR  positiv og tk positiv, se figur 9 B. Den tredje mulighed er, neoR 
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genet ikke bliver sat ind. ES cellerne vil så være neoR og tk negativ, se figur 9 C (Griffiths et al., 
2012). 
 
 
Figur 9 viser de tre mulige udkom ved rekombination. A viser den homologe rekombination, hvor neoR genet og 
tilhørende DNA bliver sat ind i det originale gen. B viser at hele vektoren bliver sat ind et tilfældigt sted i det originale 
gen. C viser at intet fra vektoren bliver sat ind i det originale gen (Griffiths et al., 2012). 
Det er kun den første mulighed, hvor neoR genet er indsat korrekt i det originale gen, som 
ønskes indsat i musene, da det har inaktiveret det ønskede gen. Alle cellerne bliver derfor lagt 
i et medium, i dette tilfælde, med neomycin analog (G418) og ganciclovir, da G418 dræber alle 
celler, som ikke indeholder et funktionelt neoR gen og ganciclovir dræber alle celler, som 
indeholder tk genet. Cellerne, som er tilbage på petriskålen er derfor de celler, som indeholder 
den ønskede modificering, se figur 10.  neoR og tk markørerne er de mest brugte, men der kan 
også bruges andre markører (Griffiths et al., 2012). 
 
Figur 10 viser alle cellerne, med de tre mulige kromosomer, i en petriskål med mediumerne neomycin analog (G418) 
ganciclovir. G418 dræber alle celler, som ikke indeholder et funktionelt neoR gen og ganciclovir dræber alle celler, 
som indeholder tk genet. De grønne celler, som er tilbage på petriskålen, er de celler, som indeholder den ønskede 
modificering (Griffiths et al., 2012) 
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ES cellerne, som er tilbage på petriskålen, bliver mikroinjiceret ind i en blastocyst, som 
stammer fra en mus med en anden genetisk baggrund end musen, hvorfra ES cellerne stammer 
fra. Blastocysten bliver injiceret ind i en pseudo-gravid hunmus, som derefter vil få kimære 
afkom. Disse kimære afkom bliver parret med en mus af samme genetiske baggrund som 
blastocysten (Davey and MacLean, 2006). Nogle af afkommene fra disse mus vil være 
heterozygote. De heterozygote mus bliver parret med hinanden, hvor nogle af deres afkom vil 
indeholde det modificerede gen, som er knockoutet, se figur 11 (Griffiths et al., 2012) 
 
Figur 11 viser dannelsen af kimære mus og derefter mus, som indeholder det modificeret gen. ES cellerne, som 
indeholder det modificeret gen, bliver mikroinjiceret ind i en blastocyst, som derefter bliver injiceret ind i en pseudo-
gravid hunmus. Denne hunmus vil få kimære unger, som parres med en mus med samme genetiske baggrund som 
blastocysten. Nogle af afkommene fra disse mus vil være heterozygote. De heterozygote mus bliver parret med 
hinanden, da nogle af deres afkom så vil indeholde det modificeret gen. Figur modificeret fra (Davey and MacLean, 
2006) og (Griffiths et al., 2012). 
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Knockout mus har fået fjernet genet i alle væv og er derfor nemme at genkende. Inaktivering af 
genet i alle væv kan også medføre en uventet ekspression af det modificerede gen. For eksempel 
hvis kun en del af genet er fjernet ved homolog rekombination, det kunne være et enkelt exon, 
i stedet for hele genet, så kan der måske stadig udtrykkes noget, der minder om det, det 
oprindelige gen kodede for. En anden ulempe ved knockout mus er, at en inaktivering af gener, 
som er involveret i den embryonale udvikling, kan forårsage dødfødt afkom. Dette udelukker 
undersøgelsen af genets funktion i voksne mus. Det kan også være svært at skelne mellem celle- 
og vævsspecifikke virkninger (Davey and MacLean, 2006). For at løse dette problem er der 
blevet udviklet vævsspecifikke knockout mus, hvor Cre-loxP teknologien kan bruges.     
4.2.2 Vævsspecifikke knockout mus 
Cre-loxP teknologien er den mest anvendte teknologi inden for knockout mus. Cre rekombinase 
fra P1 bakteriofagen kan bruges til at lave alle ønskede modifikationer i musens genom. Det 38 
kD protein Cre tilhører integrase familien af site-specific rebombinaser og katalyserer 
rekombination mellem to af dens 34 base pair (bp) DNA genkendelsessteder også kaldet loxP 
sites. Genkendelsesstederne består af to 13 bp palindrome flankerende sekvenser og af en 8 bp 
core spacer sekvens, se figur 12. Rekombinationen sker i core spacer sekvensen (Nagy, 2000). 
 
Figur 12 viser Cres genkendelsessteder, også kaldet loxP sites, og består af to 13 bp palindrom flankerende sekvenser 
og en 8 bp core spacer sekvens, modificeret fra (Nagy, 2000). 
En af fordelene ved Cre/loxP rekombination er, at der ikke behøves co-faktorer for en effektiv 
rekombination. Core sekvensen bestemmer retningen af de to loxP sites og på hvert af de 
palindrome flankerende sekvenser binder der sig et enkelt rekombinase molekyle. Resultatet 
af rekombinationen afhænger af placeringen af de to loxP sites, som kan være cis eller trans, og 
retningen af de to loxP sites. Hvis de to loxP sites er placeret trans resultater det i en 
translokation, se figur 13 B. Hvis de to loxP sites er placeret cis og i den samme retning 
resultater det i en deletion, se figur 13 C. Hvis retningen af de to loxP sites er modsatrettede vil 
det resultere i en inversion (Nagy, 2000), se figur 13 A.  
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Figur 13 A viser resultatet af modsatrettede loxP sites. B viser resultatet af trans placeret loxP sites og C viser 
resultatet af cis placeret loxP sites og er orienteret i samme retning (Laboratory, 2004). 
Disse vævsspecifikke knockout mus dannes ved at parre en Cre mus med en floxed target mus. 
Floxed musen dannes ved homolog rekombination i ES celler, og Cre musen bliver dannet ved 
at det ønskede gen overudtrykkes. Disse to mus, hvor den ene udtrykker Cre rekombinase 
under kontrol af en tids- og/eller vævsspecifik promoter og den anden har regionen af genet, 
der koder for deletion mellem to LoxP sites, parres. Det floxed target gen fungerer normalt i alt 
væv undtagen i det, som udtrykker Cre rekombinase, hvor det bliver fjernet. Dette er muligt, da 
loxP sites er placeret i introns områder og derfor ikke har nogen indvirkning på funktionen af 
det valgte gen. Afkommet af de to mus, som har nedarvet både det floxed target gen og Cre 
transgenet vil få fjernet det valgte gen, da Cre rekombinase genkender de to loxP sites. Det 
afkom, som ikke har nedarvet Cre transgenet, vil blive ved med at have et funktionelt gen 
(Davey and MacLean, 2006), se figur 14.  
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Figur 14 viser dannelsen af knockout mus med Cre-loxP teknologien. En mus, som udtrykker Cre rekombinase under 
kontrol af en tids- og/eller vævsspecifik promoter parres med en anden mus, som har det floxed target gen flankeret 
mellem to loxP sites (pilene). Afkommet, som har nedarvet både det floxed target gen og Cre transgenet, vil få sletter 
det valgte gen, da Cre genkender de to loxP sites. Det afkom, som ikke har nedarvet Cre transgenet, vil blive ved med 
at have et funktionelt gen (Davey and MacLean, 2006).  
Fordelen ved brugen af Cre-loxP teknologien i knockout mus er, at der er et vælg af muligheder. 
Genet behøver ikke at være fjernet fra alle væv og det ønskede gens funktion kan derfor 
studeres i flere forskellige stadier af udviklingen. Disse knockout mus kan også bruges til at 
undersøge geners funktion, som er involveret i den embryonale udvikling. Ulempen ved disse 
knockout mus er, at det er svært at finde en promoter i det ønskede væv, som kan styre 
ekspressionen af Cre. Promoteren skal kunne udtrykke Cre i sådan et omfang, at det 
modificerede gen bliver fjernet helt fra vævet. Dette er meget forskelligt fra område til område 
(Davey and MacLean, 2006). 
4.2.3 Beskrivelse af PyMT musemodellen  
En af de mest anvendte musemodeller til at studere metastatisk human brystcancer er Polyoma 
Middle T-antigen (PyMT) musemodellen. PyMT musemodellen bliver anvendt til at studere 
funktionen af forskellige gener i tumorudviklingen og er baseret på ekspressionen af PyMT 
onkoproteinet, der er under kontrol af Mouse Mammary Tumor Virus (MMTV) Long Terminal 
Repeat (LTR) promoteren. LTR-MMTV promoteren interagerer med hormoner, der normalt 
regulerer mammaudvikling og amning, se figur 15. Herved er ekspressionen af PyMT 
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onkogenet kun udtrykt i mammaepitelvæv. MMTV-PyMT musene udvikler metastaser i 
lymfeknuderne og i lungerne (Fantozzi and Christofori, 2006) 
 
Figur 15 viser PyMT onkoproteinet, som er underkontrol af LTR-MMTV promoteren. LTR-MMTV promoteren 
interagerer med hormoner, der normalt regulerer mammaudvikling og amning. 
PyMT er et membran-bundet protein, som kodes af den lille DNA polyoma virus. PyMT er ikke 
udtrykt i humane brystceller, men det fungerer som et onkogen, da det binder til og interagerer 
med Src og Yes fra Src familien af tyrosinkinaser (Lin et al., 2003) og Phosphoinositide 3-Kinase 
(PI3K) (Fluck and Schaffhausen, 2009). Bindingen og interaktionen resulterer i en stigning af 
Src, Yes og PI3Ks aktiviteter (Qiu et al., 2004). Src er nødvendig for mamma tumorudvikling, 
men aktiveringen alene af tyrosinkinasen resulterer kun i hyperplasi, som sjældent fører til 
invasiv cancer. Yes er nødvendig for progressionen af mammatumorer. Aktiveringen af PI3K 
fører til en stimulering af anti-apoptotiske signalmolekyler (Andrechek and Muller, 2000). Src, 
Yes og PI3K pathwaysene er også ændret i human brystcancer (Lin et al., 2003).   
Der er beskrevet fire tumorstadier i PyMT musemodellen, som efterligner human 
brystcancerudvikling med hensyn til de forskellige biomarkører. Biomarkørerne i human 
brystcancer er associeret med dårlig prognose, og bruges til at undersøge, hvor fremskreden 
canceren er. Biomarkørerne er tabet af Estrogen og Progesterone Receptors (ERs og PRs), 
overekspression af V-erb-b2 Avian Erythroblastic Leukemia Viral Oncogene Homolog2 
(ErbB2)/Neu og cyclin D1 og en ændret ekspression af intergrin-𝛽 , som spiller en rolle i 
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celleproliferation, differentiering og apoptose af brystepitelet. Ekspressionen af disse 
biomarkører bliver målt i fire stadier, som bruges til at karakterisere tumorprogressionen. Det 
fire-trins klassificeringsskema er delt op således: hyperplasi, adenom (præmalign tilstand) og 
tidlig og sen carcinoma. Hyperplasi ses oftest, når PyMT musene er fire-seks uger gamle. 
Adenom-stadiet karakteriserer primærtumoren i PyMT musene, når de oftest er omkring otte-
ni uger gamle. Tidlig carcinoma er karakteriseret ved, at primærtumoren ændrer sig 
morfologisk, herunder i størrelse og form. Dette sker typisk, når PyMT musene er otte-tolv uger 
gamle. Tidlig carcinoma i PyMT mus kan sammenlignes med carcinoma in situ i mennesker. Sen 
carcinoma er karakteriseret ved, at cancercellerne kan begynde at sprede sig via blodbanen. 
Dette ses oftest i PyMT mus, når de er omkring 10 uger gamle og kan sammenlignes med invasiv 
cancer i mennesker (Lin et al., 2003). Figur 16 viser klassificeringsskemaet over de fire stadier, 
histologien af dem, samt ekspressionen af ER, PR, Neu, cyclin D1 og intergrin- 𝛽 i hvert af de 
fire stadier.  
 
 
Figur 16 viser de fire stadier, som bruges til at klassificere tumorprogression. Histologien af tumoren på disse fire 
stadier er vist på tre forskellige måder. Derudover er ekspressionen af 5 biomarkøre også vist i hvert af de fire stadier. 
ER er østrogen receptorer og PR er progesteron receptorer (Lin et al., 2003). 
Det ses på figur 16, at der sker en stigning af ER-∝-positive celler i primærtumoren i adenom 
stadiet. Tumorerne i adenom stadiet er i midten af pubertet udviklingsstadiet og stigningen af 
ER-∝-positive celler kan derfor have en relation til stadiet af østrogencyklussen. Så snart 
primærtumoren kan sprede sig via blodbanen sker der et fald i ER. Ekspressionen af PR i 
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primærtumoren er lavere end ekspressionen af ER. Der sker en stigning af ekspressionen af PR-
positive celler i primærtumoren i adenom stadiet, men i stadiet for sen carcinoma er der stort 
set ingen PR-positive celler i tumoren tilbage. ER og PR er derfor gode biomarkør for, hvor 
fremskreden brystcanceren er både i mus og mennesker. Det ses også på figur 15, at jo højere 
ekspressionen af Neu er, jo mere fremskreden er brystcanceren. Efterhånden som tumoren 
bliver mere malign stiger antallet af cyclin D1 celler. Ekspressionen af intergrin-𝛽 er stor i de 
tidlige stadier af tumorudviklingen, mens tabet af denne ekspression i de senere stadier af 
tumorudvikling er associeret med tumorprogression (Lin et al., 2003).  
4.3 Histologi og immunhistokemi 
Der findes forskellige teknikker, hvorpå dannelsen af metastaser i mus kan måles, efter musen 
er aflivet. Immunohistochemistry (IHC) er en af dem og blev første gang brugt i 1941. IHC er en 
måde til at lokalisere celle eller vævs målmolekyler ved at påvise antigener i vævssnittet ved 
hjælp af specifikke antistoffer (Ramos-Vara and Miller, 2013). Før vævet kan studeres i 
mikroskopet skal det først fikseres i ethanol og indstøbes i paraffin, hvorefter det kan blive 
skåret i 3-5 𝜇m tynde skiver. Fikseringen stabiliserer vævet, sørger for tilstedeværelsen af 
antistofbindende aktivitet, også kaldet antigenisitet, er bevaret, immobilisere antigener, samt 
bevare permeabiliteten for immunreagenser, for eksempel antistoffer. Efter fikseringen bliver 
vævet indstøbt i paraffin og skåret i tynde skiver. Før disse snit kan glasmonteres skal 
paraffinen i snittene fjernes, vævet skal hydreres og antistoffarves. Fjernelsen af paraffinen 
muliggør immunfarvning  (Vyberg, 2005). Denne metode bruges stadig i dag sammen med 
nyere udviklet teknologier, såsom in vivo imaging. 
4.4 In vivo imaging 
Metastasedannelsen kan også følges i levende mus over tid ved brug af in vivo imaging 
teknikker (Fantozzi and Christofori, 2006). Nogle af teknikkerne, der bruges, er Computed 
Tomography (CT), Magnetic Resonance Imaging (MRI), og Positron Emission Tomography 
(PET). CT og MRI bruges til at kigge på de anatomiske detaljer, mens PET bliver brugt til at 
studere tumorprogression og metastasedannelse. Andre teknikker er Long-term Spinning Disk 
Confocal mikroskopi og Multifoton Laser Scanning mikroskopi, som gør det muligt at studere 
tumorcellerne og deres interaktion med mikromiljøet (Saxena and Christofori, 2013). En anden 
måde at følge metastasedannelsen i levende mus over tid er ved, at genetisk manipulere 
cellelinjerne og/eller de transgene mus til at udtrykke fluorescerende markør, så som Green 
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Fluorescent Protein (GFP). GFP gør det muligt at visualisere primærtumorens vækst og 
dannelsen af metastaser ved hjælp af de førnævnte in vivo imaging teknikker (Fantozzi and 
Christofori, 2006). Hvis vævet er blevet tagget med meget specifikke fluoroforer kan Intravital 
Multiphoton (IVM) mikroskopi bruges til at skabe 3D billeder af det levende væv. IVM er blevet 
brugt i transplanterede musemodeller og genmodificeret musemodeller (Saxena and 
Christofori, 2013).  
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5 Det metastase-fremmende protein S100A4 
Dette kapitel vil beskrive S100A4s kendte egenskaber. Fokus vil være at forstå S100A4s intra- 
og ekstracellulære funktioner, og hvordan disse egenskaber kan fremme cancers metastatiske 
egenskaber. Kapitlet skal give en forståelse af, hvad S100A4 kan og bruges til at forstå kapitel 6 
Funktionelle studier af S100A4 proteinet med musemodeller. 
 
S100A4 hører under proteinfamilien S100 og har to EF-hånds Ca2+ bindende domæner. S100 
familien besidder ikke selv nogen enzymatisk aktivitet, men interagerer i stedet med proteiner 
og regulerer deres aktiviteter. Når Ca2+ binder sig til EF-domænet kan S100A4 interagere med 
proteiner som for eksempel P53 og Liprin β1. Når Ca2+ har bundet sig til S100A4 sker der en 
konformationsændring, der gør proteinet i stand til at interagere med sine målproteiner, se 
figur 17. S100A4 består af 101 aminosyrer og har en Relative Molecular Mass (Mr) på cirka 11,5 
kDa (Boye and Maelandsmo, 2010). S100A4s primære opgave er at differentiere og danne nyt 
væv i embryonet. I voksent væv ses det mest under sårheling. Klingehöfer et al. undersøgte 
ekspressionen af S100A4 i mus igennem fosterstadierne, hvor de fandt en høj ekspression i 
embryogenetiske makrofager og differentierende mesenkymalt væv. Dette indikerer, at 
S100A4 er en essentiel del af remodelleringen af nyt væv og øger bevægeligheden af celler 
(Klingelhöfer et al., 1997). På figur 17 ses S100A4s struktur i 3D. 
 
Figur 17 viser S100A4s 3D struktur. De to Ca2+ bindende domæner kan ses ved de gule prikker. Det ene domæne ved 
helix 1 og 2 ligner resten af S100 familien, hvor domænet ved helix 3 og 4 er meget unikt for S100A4 og 6 
(Haematology, 2015) .  
5.1 S100A4 i cancer 
Det er i dag anerkendt, at S100A4 er forbundet med dårlig prognose i flere cancertyper så som 
brystcancer (Pedersen et al., 2002), cancer i bugspytkirtlen (Rosty et al., 2002) og 
prostatacancer, lungecancer, og cancer i galdeblæreren (Garrett et al., 2006). Igennem IHC 
analyse er der fundet en forhøjet ekspression af S100A4 i førnævnte cancertyper (Garrett et al., 
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2006). S100A4s rolle i metastasering er blevet etableret ved at introducere S100A4 genet i ikke 
metastaserende cellelinjer og ved at undertrykke S100A4 ved hjælp af knockout mus i 
metastatiske aktive cellelinjer (Garrett et al., 2006). Den helt specifikke funktion undersøges 
stadig, da S100A4 er aktiv både intra- og ekstracellulært og influerer på flere områder. I det 
seneste årti er det blevet anerkendt, at stroma omkring en tumor også er interessant at 
undersøge, samt de dynamiske påvirkninger, der er mellem tumor og stroma. Særligt 
metastaseringsprocessen har vist sig at være reguleret af cancercellers evne til at adskille sig 
fra de omkringliggende celler, at remodellere den ECM og bryde basalmembraner, samt at lave 
angiogenese, jævnfør kapitel 2 Udviklingen af cancer og kapitel 3 Metastase. Disse egenskaber 
kan opnås ved at ændre i det omkringliggende stroma, ved at opregulere MMP’er, samt ved at 
nedregulere TIMP’er (Schmidt-Hansen et al., 2004b). S100A4 stimuleres af visse vækstfaktorer 
som Epithelial Growth Factor, TGF-β1, Fibroblast Growth Factor-2 (FGF2) og cytokinet 
Regulated-Upon-Activation, Normale T-cell Expressed and Secreated (RANTES), som kan 
opregulere ekspressionen af S100A4 genet. FGF2 har vist sig at være vigtig i EMT processen ved 
at stimulere proteaser, der nedbryder epitelvæv. Dette indikerer, at S100A4 også er essentiel 
for EMT processen (Strutz et al., 2002). S100A4 kan ikke siges at være direkte 
tumorfremkaldende, da PyMT transgene mus, der overudtrykte S100A4, ikke udviklede 
tumorer. Dette blev understreget ydereligere, da der ikke kunne skelnes fænotypisk mellem de 
PyMT transgene mus, der overudtrykte S100A4 i brystepitelet, og wild-type mus. Da de PyMT 
transgene mus S100A4(+/+) og S100A4(-/-) blev krydset med GRS/A mus, der dannede 
tumorer, som var i stand til at metastasere. GRS/A er en cancercellelinje, som meget sjældent 
danner metastaser, hvilket vidner om at S100A4 fremmer metastasering  (Ambartsumian et al., 
1996). 
5.2 Intracellulært S100A4 
Som tidligere nævnt har S100A4 indflydelse både intra- og ekstracellulært.  I dette afsnit vil det 
blive beskrevet, hvilke proteiner og mekanismer S100A4 kan påvirke i forbindelse med cancer. 
En løbende inddragelse af figur 19 vil vise S100A4s regulerende egenskaber, både 
intracellulært og ekstracellulært. S100A4s intracellulære funktioner afhænger af 
koncentrationen af Ca2+ i cellen. Intracellulært har S100A4 en rolle i flere processer, 
eksempelvis differentation, cytoskelet dynamik og apoptose (Schmidt-Hansen et al., 2004b). 
Figur 18 viser S100A4 interagere med sine målproteiner, når Ca2+ er tilstede.  
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Figur 18 viser S100A4 interagere med nogle målproteiner, når Ca2+ er tilstede. Ved at interagere med myosin-2 
opreguleres cellemotilitten. S100A4 interagerer derudover også med p53, hvor den transkriptionelle aktivitet 
reguleres og apoptose nedreguleres. Ved at interagere med annexin-2 accelereres omdannelsen af plasminogen til 
plasmin, hvilket resulterer i en forhøjet MMP aktivitet (Garrett et al., 2006). 
S100A4 har vist sig at interagere med en række proteiner, som Liprin β1, p53, og heavy chain 
of non-muscle myosin (Garrett et al., 2006). Interaktionen med disse proteiner gør, at S100A4 
er i stand til at regulere flere processer. Eksempelvis er interaktionen med både heavy chain of 
non-muscle myosin og liprin β1 kendt for at regulere cellers adhæsionsevne samt cellemotilitet, 
som er cellernes evne til at bevæge sig (Schmidt-Hansen et al., 2004a). S100A4 anses for at være 
med til at udvikle et veletableret netværk af blodkar som tumorvæv kræver (Schmidt-Hansen 
et al., 2004a). S100A4 er også med til at regulere p53, ved at ændre p53s transkriptionelle 
aktivitet, både ved at opregulere og nedregulere transskriptionen af gener. Eksempelvis bliver 
thrombospondin-1 nedreguleret, hvilket er et multifunktionelt protein, som kan opregulere 
cellemotilitet og angiogenese. Nedregulereing af thrombospondin-1 virker ikke 
cancerfremmende og derfor må den invasive fænotype ikke udelukkende skyldes p53s evne til 
at inaktivere sådanne gener, men nok nærmere nedreguleringen af apoptose. (Garrett et al., 
2006). Apoptose nedreguleres, hvis S100A4 genet ikke er tilstede (EL Naaman et al., 2004). 
S100A4s intracellulære rolle er derved at interagere med proteiner som Liprin β1 og heavy 
chain of nonmuscle myosin for at regulere cytoskelettet i cellen, og derved ændre cellernes 
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adhæsionsevne og cellemotiliteten. Interaktionen mellem S100A4 og p53 nedregulerer 
apoptose så skadede eller muterede celler ikke dør. 
5.3 Ekstracellulært S100A4 
Ekstracellulært S100A4 kan influere på cancers metastatiske fænotype ved at regulere 
egenskaber som angiogenese og cellemotilitet gennem opregulering af MMP’er. S100A4 er med 
til at stimulere neuronal differentiation. S100A4 kan også stimulere astrocystiske tumorceller 
til at omrokere ved at remodellere actin cytoskelettet (Schmidt-Hansen et al., 2004b) 
Ekstracellulært S100A4 opregulerer aktiviteten af flere forskellige MMP’er ved blandt andet at 
opregulere ekspressionen af MMP’er, men også ved at interagere med Tissue Plasminogen 
Activator (tPA) og Annexin-II, som kan aktivere plasmin, der efterfølgende kan aktivere 
omdannelsen af pro-MMP til MMP. S100A4 er også i stand til at stimulere T-lymfocytter således, 
at de får forhøjet deres produktion af cytokiner og vækstfaktorer. Nogle af disse vækstfaktorer 
er eksempelvis RANTES og Macrophage Inflammatory Protein-2, der er kendt for at være 
proinflammatoriske cytokiner, som er forbundet med en dårlig prognose for cancerpatienter 
(Soria and Ben-Baruch, 2008). Der er også, gennem en PyMT musemodel, blevet påvist at T-
lymfocytter stimulerer tumorcellers metastatiske evne. S100A4 er i stand til at tiltrække og 
aktivere T-lymfocytter. Aktiveringen af T-lymfocytter resulterer i en sekretion af de 
proinflammatoriske cytokiner eotaxin-2 og G-CSF, der stimulerer tumorudviklingen (Grum-
Schwensen et al., 2010). 
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Figur 19 viser S100A4s interaktioner med forskellige målproteiner, både intracellulære og ekstracellulære proteiner 
er afbildet, hvor de sorte streger i midten symbolisere en membran. S100A4s interaktion med Liprin β1 og non-muscle 
myosin ændre cellens adhæsion og motilitet. Interaktionen med p53 nedregulerer apoptose. Interaktionen med andre 
bindings partnere kan opregulere ekspressionen og aktiviteten af MMP’er. Annexin-2 og tPA accelererer 
omdannelsen af plasminogen til plasmin. RANTES og G-SCF kan opregulere ekspressionen af S100A4, hvilket medfører 
et positivt feedback loop. Alle disse egenskaber er med til at gøre cancer invasiv og metastatisk.  
Ud fra de funktioner og målproteiner, der indtil nu er fundet i forbindelse med S100A4, kan 
S100A4 forbindes med cellemotilitet, celleadhæsion, cytoskelet dynamik, nedregulering af 
apoptose, samt stimulering af angiogenese. S100A4s forskellige målproteiner gør den i stand 
til at regulere mange processer. S100A4 regulerer også p53s transkriptionelle aktivitet og kan 
derfor regulere ekspressionen af gener, som for eksempel nedreguleringen af proapoptotiske 
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gener. Ekstracellulært S100A4 har vist sig at opregulere aktiviteten af MMP’er, hvilket er med 
til at remodellere den ECM og angiogenese. S100A4 har også vist sig at stimulere T-lymfocytter 
til at forøge deres produktion af cytokiner og proinflammatoriske vækstfaktorer. S100A4 
binder også til annexin-II, der accelerer omdannelsen af plasminogen til plasmin og derved 
opregulere MMP aktivitet. S100A4s ekstracellulære rolle kan derfor siges at være at skabe et 
favorabelt mikromiljø for tumoren, så den således kan invadere og danne nye blodkar. S100A4s 
metastatiske fænotype er et dynamisk sammenspil mellem det intracellulære og 
ekstracellulære, men flere studier indikerer, at den ekstracellulære funktion af S100A4 er 
hovedaktøren for at stimulere metastase. Dette begrundes ved brug af S100A4(-/-) mus, der fik 
en indsprøjtning af CSML100 og S100A4(+/+) fibroblastceller, der gjorde at musene dannede 
tumorer, der kunne metastasere, samt at fibroblastcellerne var i stand til at udskille S100A4  
(Grum-Schwensen et al., 2005). Dette studie vil blive beskrevet nærmere i afsnit 6.2 Knockout 
musemodel. Figur 19 illustrerer S100A4s førnævnte intra- og ekstracellulære målproteiner, 
samt hvilken funktion interaktionen har.  
 
S100A4 har derved vist sig at være en signifikant medspiller i metastaseringsprocessen. Mange 
af de egenskaber S100A4 besidder er blevet fundet ved brug af forskellige musemodeller. I 
næste kapitel vil diverse studier, der undersøger S100A4 og proteinets rolle i metastasering 
blive beskrevet, herunder hvilken musemodel, der er blevet brugt til at komme frem til studiets 
konklusion.  
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6 Funktionelle studier af S100A4 proteinet med musemodeller 
På baggrund af kapitel 5 Det metastase-fremmende protein S100A4 vil der i dette kapitel indgå 
studier af S100A4, hvor de udvalgte musemodeller er anvendt. Disse modeller vil herefter 
danne grundlag for diskussionen. Da der er flere eksperimenter i hvert studie, er hvert studie 
bygget op på følgende måde; Der vil under formålet stå, hvad der blev undersøgt efterfulgt af 
(1), (2) og (3) afhængig af, hvor mange eksperimenter, der var i studiet. Disse nummereringer 
vil gå igen i metode-, resultat- og konklusionsafsnittene.  
6.1 Syngen A/Sn musemodel 
Baggrund: Ekstracellulært S100A4 stimulerer blandt andet angiogenese, astrocytiske 
tumorceller og neoangiogense, hvilket tyder på, at S100A4 har en vigtig ekstracellulær funktion 
og en aktiv rolle i tumor-stroma miljøet.  
Formål: Schmidt-Hansen et al. undersøgte i en syngen musemodel S100A4s ekstracellulære 
funktion i seks uger gamle A/Sn mus. 
Metode: Der blev benyttet cellelinjen adenocarcinoma (VMR), som ikke udtrykker S100A4, og 
som blev isoleret fra to spontane tumorer i A/Sn mus. VMRs metastatiske adfærd er stroma 
afhængig og udvikler derfor kun metastaser ved s.c. indsprøjtning og ikke ved i.v. indsprøjtning. 
Der blev brugt syv fem-seks uger gamle mus, som fik indsprøjtet cancerceller og rekombinant 
S100A4 protein i.v. i den laterale halevene. De fik også to gange om ugen i tre uger indsprøjtet 
yderligere rekombinant S100A4 protein i.v. i halevenen. Seks uger efter indsprøjtningerne blev 
musene aflivet og fik fjernet deres lunger og lever, som blev fikseret. Lungerne og leverne blev 
herefter undersøgt for metastaser ved visuel tælling. Ved siden af denne gruppe var der en 
kontrolgruppe med syv mus. Disse mus fik også indsprøjtet cancerceller i.v. i halevenen, men i 
stedet for rekombinant S100A4 fik de indsprøjtet rekombinant heavy chain of non-muscle 
myosin fragment Myo117. 
Resultat: Fem ud af syv mus, som fik indsprøjtet rekombinant S100A4 udviklede metastaser, 
hvor kun to af syv mus, som fik indsprøjtet Myo117 protein udviklede metastaser. Antallet af 
metastatiske knuder var over 10 gange højere i musene med rekombinant S100A4 protein i 
forhold til rekombinant Myo117 musene. Derudover var de metastatiske knuder også større i 
musene med S100A4. 
Konklusion: Det ekstracellulære S100A4 protein optimerer betingelserne for dannelsen af 
metastaser i de indre organer (Schmidt-Hansen et al., 2004a). 
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6.2 Knockout musemodel 
Baggrund: S100A4 er opreguleret, når fibroblastcellerne er aktiveret i for eksempel tumor 
stroma og ved sårheling i normalt væv. Både cancer- og stromaceller kan udtrykke og udskille 
S100A4, og det vides, at fibroblaster kan stimuleres til at producere meget S100A4, men det 
vides ikke om det er produktionen af S100A4 fra tumor- eller stromacellerne, som er afgørende 
for tumorudviklingen. 
Formål: (1) Grum-Schwensen et al. undersøgte i en knockout musemodel S100A4s rolle i 
stroma under tumorudviklingen. (2) Derefter blev det også undersøgt om knockout musene 
udviklede metastaser, hvis fibroblaster, som udtrykte S100A4, suppleret med tumorcellerne 
CSML100, blev sprøjtet ind i musene.  
Metode: (1) Der blev brugt 40 S100A4(+/+) mus, 26 S100A4(-/-) og 18 S100A4(+/-) mus. 
Musene fik s.c. indsprøjtet brystcancer cellelinjen CSML100 fra mus med samme genetiske 
baggrund. CSML100 celler udtrykker S100A4 proteinet og er en cellelinje, som hurtigt danner 
tumorer, når den bliver indsprøjtet s.c.. Disse tumorer spreder sig meget ofte til lungerne (2) 
CSML100 celler blev sammen med S100A4(+/+) og S100A4(-/-) fibroblast cellelinjer sprøjtet 
ind i S100A4 knockout mus. 
Resultat: (1) Wild-type musene dannede hurtigt tumorer og derefter metastaser i lungerne. 
Det samme skete for de heterozygote mus bare senere end wild-type musene. 60% af knockout 
musene udviklede ikke tumorer, og de knockout mus, som udviklede tumorer, gjorde det 
senere i forhold til wild-type musene. Men når først knockout musene havde udviklet tumorer 
voksede de lige så hurtige som i wild-type musene. De knockout mus, som udviklede tumorer, 
udviklede ikke metastaser i lungerne. (2) Knockout musene udviklede metastaser, da 
fibroblastcellerne udtrykte S100A4. 
Konklusion: Da knockout musene fik indsprøjtet fibroblastceller, som udtrykte S100A4, 
sammen med CSML100 udviklede knockout musene tumorer, hvilket de ikke gjorde før 
fibroblastcellerne blev indsprøjtet. Dette indikerer, at det omkringliggende væv er vigtig i 
forhold til om tumorerne kan sprede sig eller ikke (Grum-Schwensen et al., 2005). 
6.3 MMTV-PyMT knockout musemodel 
Baggrund: S100A4 bliver udtrykt og frigivet fra brystcancer stromaceller, og fremmer 
metastaser. S100A4s ekstracellulære funktion promoverer også en angiogenetisk fænotype. 
Det vides dog ikke endnu, hvilke mekanismer, der ligger til grund for dette.  
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Formål: (1) Grum-Schwensen et al. undersøgte i en MMTV-PyMT transgen musemodel, hvilken 
rolle S100A4 spillede i de første trin af invasion-metastase kaskaden i brystcancer. (2) 
Derudover blev det også undersøgt om undertrykkelse af metastaser i lungerne på S100A4(-/-
) PyMT musene kunne være associeret med undertrykkelsen af angiogenese i primærtumoren 
og (3) om der var en signifikant sammenhæng mellem stigningen af kartætheden og S100A4 
ekspressionen (3). 
Metode: (1) Brystcancer cellelinjer, som udtrykte GFP, blev indsprøjtet s.c. i 19 S100A4(-/-) 
PyMT mus og i 20 S100A4(+/+) PyMT mus, hvorefter tumorudviklingen i disse mus blev 
undersøgt og sammenlignet. (2) Den vaskulære tæthed af primærtumoren blev sammenlignet 
i 10 af S100A4(-/-) PyMT musene med 10 af S100A4(+/+) PyMT musene. (3) Tumorsektioner 
fra S100A4(+/+) PyMT musene blev IHC farvet med anti-S100A4 antistoffer for at kunne se 
ekspressionen af S100A4 i snittene. 
Resultat: (1) Tumorudviklingen i både S100A4(+/+) PyMT og S100A4(-/-) PyMT havde stort 
set samme vækstmønstre. De 18 ∓  fem uger gamle mus med tumorer fik undersøgt deres 
lunger for metastaser. Undersøgelsen viste, at antallet af metastaser i S100A4(-/-) PyMT 
musene var formindsket i forhold til S100A4(+/+). (2) Kartætheden i S100A4(+/+) tumorerne 
var meget højere end i S100A4(-/-) tumorerne i stadierne tidlig og sen carcinoma. (3) Der var 
en øget ekspression og frigivelse af S100A4 fra tumor stromaceller under overgangen fra 
stadiet adenom til tidlig carcinoma. Dette svarer til overgangen fra en præmalign tilstand til en 
malign tilstand. Der var også en øget infiltration af T-lymfocytter og makrofager.   
Konklusion: S100A4 spiller en rolle i den tidlige udvikling af metastaser i brystcancer. Den 
øgede kartæthed kunne medvirke både til hurtigere vækst af tumoren samt evnen til at 
metastasere. Mikromiljøet er også vigtig i forhold til om cancercellerne kan sprede sig eller ikke. 
Øget S100A4 aktivitet tiltrækker T-lymfocytter, hvilket skaber et inflammatorisk miljø, som kan 
danne en præ-metastatisk niche (Grum-Schwensen et al., 2010). 
6.4 Xenogen BALB/c nude musemodel   
Baggrund: Ekspressionen af S100A4 proteinet er øget i mange cancertyper, men reguleringen 
af denne ekspression er dårligt forstået. Det vides også, at tumor mikromiljøet spiller en 
væsentlig rolle tumorprogression, men det vides ikke om mikromiljøet har en indflydelse på 
ekspressionen af S100A4.  
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Formål: (1) Wetting et al. undersøgte i en xenogen musemodel den stromale effekt på 
cancervækst og progression. (2) Derudover blev det også undersøgte om tumor mikromiljøet 
spillede en rolle i ekspressionen af S100A4 i tumorcellerne og det omkringliggende stroma. 
Metode: (1) BALB/c nude mus fik sprøjtet humane cancerceller ind i deres hud og tunge. (2) 
De undersøgte tre forskellige human carcinoma cellelinjer, som de groede in vitro og som blev 
sprøjtet ind i tungen og huden på musene. To af cellelinjerne kom fra patienter med Squamous 
Cell Carcinomas (SCCs). I dette forsøg blev tumorerne taget fra patienter med tunge SCCs (HSC-
4) og fra patienter med hud SCCs (UT-SCC-12A). SCCs kan opstå flere forskellige steder i 
kroppen, som for eksempel i mundhulen og i huden. SCCs i mundhulen er forbundet med en 
dårlig prognose og en aggressiv adfærd med lymfeknude metastaser. I modsætning til dette 
danner SCCs i huden stort set ikke metastaser og er forbundet med en mere benign adfærd. Den 
tredje cellelinje kom fra patienter med livmodercancer (Ishikawa). Fire mus fik indsprøjtet 
cellelinjen HSC-4, seks mus fik indsprøjtet cellelinjen Ishikawa og fem mus fik indsprøjtet 
cellelinjen UT-SCC-12A.  
Resultat: (1) Der opstod tumorer både i tungen og i huden på musene, men kun tumorerne fra 
tungerne dannede lymfeknude metastaser. Da det kun var tumorerne fra tungen, som dannede 
metastaser, undersøgte Wetting et al. om det skyldtes, at S100A4 var forskelligt udtrykt i de to 
mikromiljøer. (2) Ekspressionen af S100A4 i de tre cellelinjer groet in vitro blev fundet negative 
for S100A4 ved IHC farvning, se figur 20 A-C. IHC farvning af hud tumorerne fra HSC-4 
cellelinjen viste en svag farvning af S100A4, se figur 20 D, hvor tunge tumorer fra samme 
cellelinje viste en moderat til stærk cytoplasmisk farvning i stort set alle celler, se figur 20 G. 
Ekspressionen af S100A4 i tunge tumorerne fra Ishikawa var øget i forhold til ekspressionen af 
S100A4 i hud tumorerne fra samme cellelinje, som var negativ, se figur 20, H og E. I hud og 
tunge tumorerne fra UT-SCC-12A cellelinjen var der ingen signifikant forskel i ekspressionen 
af S100A4, se figur 20 F og I. Cellekerne er blå og S100A4 staining er det brune. t er tumor 
områder og s er stroma områder (Wetting et al., 2011).  
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Figur 20 viser ekspressionen af S100A4 i tre forskellige cellelinjer, som både er groet in vitro og som xenograft 
tumorer i tungen og huden. IHC farvning er blevet brugt til at undersøge ekspressionen af S100A4. Cellekernerne er 
farvet blå, S100A4 er farvet brunt. t er tumorområder og s er stroma områder (Wetting et al., 2011). 
Konklusion: Det blev observeret, at der var en korrelation mellem dannelsen af metastaser og 
det stomale mikromiljø, da det kun var tumorerne fra tungerne, som dannede metastaser. Det 
viste sig efterfølgende, at S100A4 var forskelligt udtrykt i de to mikromiljøer, da tunge 
tumorerne havde en stærkere farvning af S100A4 end hud tumorerne. Tumor mikromiljøet 
spiller dermed en rolle i ekspressionen af S100A4 (Wetting et al., 2011).  
6.5 Syngen BALB/c mus musemodel og vævsspecifik knockout musemodel 
Baggrund: Et øget antal af S100A4+ celler er associeret med en dårlig prognose for patienter 
med cancer, men store dele af den funktionelle rolle af S100A4+ stromaceller i 
metastaseprocessen er stadig uvis.  
Formål: (1) O´Connell et al. undersøgte i en syngen musemodel S100A4+ stromacellers rolle i 
metastaseprocessen. (2) Derudover blev tarmcancer cellelinjen CT26 i S100A4-GFP mus også 
undersøgt. (3) O’Connell et al. undersøgte også hvilken rolle VEGF-A, dannet af stromaceller, 
som udtrykker S100A4, havde i metastaseprocessen.  
Metode: (1) Brystcancer cellelinjen 4T1 blev sprøjtet ind i brystvævet på fem-otte BALB/c 
hunmus (O'Connell et al., 2011). 4T1 cellelinjen kommer fra spontane brysttumorer fra BALB/c 
mus (Fantozzi and Christofori, 2006). For at kunne kende forskel på S100A4+ stromaceller og 
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S100A4+ cancerceller brugte de fem-otte S100A4-GFP transgene mus, hvor S100A4 promoteren 
udtrykker ekspressionen af GFP. (2) CT26 cellelinjen blev sprøjtet ind i milten på musene, som 
efterfølgende dannede metastaser i leveren. (3) Mus, som udtrykte Cre rekombinase under 
kontrol af S100A4 promoteren (S100A4-Cre), blev parret med mus, som havde VEGF-A allelen 
flankeret af LoxP sites (VEGF-Aflox/flox). Dette resulterede i afkom (S100A4-Cre;VEGF- Aflox/flox), 
som specifikt vil have slettet VEGF-A ekspressionen i S100A4+ stromalceller. Fem-otte S100A4-
Cre;VEGF- Aflox/flox mus fik implanteret 4T1 cancer cellelinjen og fem-otte wild-type mus fik 
indsprøjtet 4T1 cancer cellelinjen enten i.v. eller orthotopisk. VEGF-A blev mærket med et grønt 
immunfluorescerende antistof. 
Resultat: (1) Musene dannede metastaser i lungerne. I normal brystvæv og lungevæv var der 
få S100A4+ stromaceller, hvorimod der skete en lille øgning i antallet i tumor mikromiljøet se 
figur 21 A. Antallet af S100A4+ stromaceller steg signifikant i metastase mikromiljøet, se figur 
21 B. Dette resultat stemmer overens med, hvad der er set i human cancer. (2) I normalt 
levervæv er der et meget lille antal S100A4+ stromaceller. I det metastatiske mikromiljø i 
leveren steg antallet signifikant af S100A4+ stromaceller efter indsprøjtningen. (3) VEGF-A var 
signifikant reduceret i det metastatiske mikromiljø i  S100A4-Cre;VEGF- Aflox/flox musene, se figur 
22. Wild-type musene og S100A4-Cre;VEGF- Aflox/flox musene fik lige mange primærtumorer, men 
S100A4-Cre;VEGF- Aflox/flox musene dannede ikke lige så mange metastaser, som wild-type 
musene gjorde  (O'Connell et al., 2011) 
 
Figur 21 A viser forskellen i antallet af S100A4+ stroma celler i normalt væv og i tumor mikromiljøet. B viser forskellen 
i antallet af S100A4+ stroma celler i normal lungevæv og i metastatisk lungevæv (O'Connell et al., 2011). 
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Figur 22 viser ekspressionen af VEG-F i det metastatiske mikromiljø wild-type musene og i S100A4-Cre;VEGF-Aflox/flox . 
Der ses ingen specifik farvning i mikromiljøet for  S100A4-Cre;VEGF-Aflox/flox musene (O'Connell et al., 2011).  
Konklusion: S100A4+ stromaceller ophober sig i stromale regioner omkring metastatiske 
knuder i forskellige cancerformer og i forskellige organer. VEGF-A, dannet af stromaceller, som 
udtrykker S100A4, er vigtige i dannelsen af et angiogent mikromiljø omkring metastaserne. 
Ikke-immnune S100A4+ stromalceller bidrager også til at skabe et godt ”soil” for tumorcellerne 
(O'Connell et al., 2011). 
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7 Det metastase-fremmende protein uPA  
I dette kapitel vil der være en introduktion til uPA og uPAR systemet med henblik på 
aktiveringen af plasmin samt den videre aktivering af andre proteolytiske proteiner og 
vækstfaktorer. Strukturen af uPA, plasmin, deres inaktive former samt forskellen på deres 
funktioner vil blive gennemgået. Til sidst i kapitlet vil der blive set på eksempler på cancertyper, 
som uPA er associeret med. 
 
uPA og plasmin er begge serin proteinaser, der spiller en vigtig rolle i nogle af de tidlige faser i 
metastaseprosessen. De har samtidig en stor indvirkning på sammensætningen af den ECM, 
samt reguleringen af forskellige cellesignaleringsveje (Alfano et al., 2005). uPA og plasmin giver 
normale celler deres evne til at omstrukturere væv, hvilket er en vigtig del af 
sårhelingsprocessen. uPA og plasmin er også forbundet med en lavere overlevelsesrate for 
cancerpatienter, hvor disse proteaser er højt udtrykt, fordi uPA og plasmin kan overudtrykke 
cancerfremmende signalstoffer som VEGF, MMP og Hepatocyte Growth Factor (HGF) (Harbeck 
et al., 2004; Liu et al., 2014). 
7.1 Aktivering af plasminogen til plasmin  
Plasmin er en vigtig komponent i cancerudvikling, samt for dannelsen af metastaser, da plasmin 
medvirker i nogle af de essentielle processer, som for eksempel angiogenese. Plasmin har en Mr 
på cirka 90 kDa og består af to polypeptidkæder, der er sammenholdt af to disulfidbroer. 
Plasmin er den aktive form af plasminogen, der primært bliver produceret i leveren. 
Aktiveringen af plasminogen kan forekomme ved enzymatisk aktivering forårsaget af uPA, tPA 
eller specifikke bakterie proteiner. Denne aktivering opstår ved en spaltning af peptidbåndet 
mellem R560-V561. Plasmin og plasminogen er meget ens i struktur, og det er kun dette ene 
R560-V561 peptidbånd, der adskiller dem. Selve strukturen af grundmolekylet består af en A- 
og en B-kæde. A-kæden også kaldet for N-terminal kæden, består af fem kringle domæner, 
hvilket hjælper plasmins proteolytiske aktiviteter i at blive udført. B-kæden, hvor C-terminalen 
er, består af et serin proteinase domæne. Det er i dette domæne det aktive site er placeret, og 
er derfor centrum for katalytiske aktiviteter og et bindingsmål for inhibitorer (Andreasen et al., 
1997). Plasmin, plasminogen, samt de respektive domæner kan ses på figur 23 a i en 
skematiseret udgave. 𝛼 2-antiplasmin og nexin-1 kan inaktivere plasmins enzymatiske 
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egenskaber, og fungerer derfor som en inhibitor for plasmin (Andreasen et al., 1997; Dass et al., 
2008). 
 
 
Figur 23 viser en skematisering af uPA og plasmin. a Plasmin har fem kringle domæner, K, på A-kæden og et serin 
proteinase domæne, SPD, på B-kæden. Disse kæder er sammenholdt af to disulfidbroer, men når plasmin er i 
inaktivform, plasminogen, er kæderne også sammenholdt af et peptidbånd mellem R560 og V561. b uPA er opbygget 
lidt på samme måde som plasmin, med et SPD domæne og et K domæne, som er sammenholdt af en disulfidbro og en 
peptidbinding mellem K158 og I159 i inaktivform, pro-uPA, uPA har dog også et growth factor domæne, G, som sidder 
på K domænet. Figuren er udarbejdet med inspiration fra (Andreasen et al., 1997). 
 
7.2 uPA og uPAR 
uPA dannes ud fra proenzymet pro-uPA, der består af 411 aminosyrer og har Mr på cirka 50 
kDa. Før pro-uPA kan udføre enzymatiske aktiviteter skal det aktiveres til uPA. Denne aktive 
enzymdannelse sker ved nedbrydningen af K158-I159 peptidbåndet og resulterer i to 
peptidkæder, som forbliver sammenholdt grundet et enkelt disulfidbånd. A-kæden består af et 
kringle domæne og et growth factor domæne. B-kæden består primært af et serin proteinase 
domæne, som udøver de katalytiske aktiviteter forårsaget af uPA. Strukturen af uPA og plasmin 
minder derfor meget om hinanden. Kroppens celler udskiller pro-uPA og ikke uPA, derfor er 
det vigtigt, at proenzymet, pro-uPA, aktiveres, hvis det skal fungere optimalt. uPA har flere 
hunderede gange hurtigere aktivitet end pro-uPA, derfor skelnes der mellem disse to former af 
samme molekyle som værende henholdsvis aktiv og inaktiv. På figur 23 b ses en skematisering 
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af uPA og pro-uPA med deres respektive domæner. Det er vigtigt at lægge mærke til, at det kun 
er det viste peptidbånd, K158-I159, der bestemmer om enzymet er i aktiv eller inaktiv form 
(Andreasen et al., 1997). Aktiveringen af pro-uPA in vitro kan udføres af en lang række 
forskellige proteinaser, heriblandt plasma kallikrein (Ichinose et al., 1986), T cell-associated 
serin proteinaser (Brunner et al., 1990), nexin-1 (Andreasen et al., 1997) og nerve growth 
factor-𝛾  (Wolf et al., 1993). Udover disse proteinaser kan plasmin også aktivere pro-uPA, 
hvilket kan starte en kaskade af feedback-type aktiveringer, hvor plasmin og uPA bliver ved 
med at aktivere hinandens inaktive former (Dass et al., 2008). uPA kan binde sig til sin receptor 
Urokinase Plasminogen Activator Receptor (uPAR), hvilket er et membranbundet protein og 
sammen danner de et uPA/uPAR kompleks. Der er stor forskel på uPAs enzymatiske aktiviteter, 
når det er bundet til uPAR i forhold til, når uPA er frit. Km er Michaelis konstanten og beskriver 
mængden af substrat nødvendigt for at enzymet opnår halvdelen af dens maksimale reaktions 
rate. Km sænkes cirka 40 gange, når uPA er bundet til uPAR. En anden enzymatisk faktor, der 
også bliver påvirket er Kcat hvilket er katalyseraten, som fortæller hastigheden på uPAs 
katalytiske evner. Kcat sænkes cirka seks gange, når uPA er bundet til uPAR. Denne regulering 
af uPAs katalyseevner resulterer i en overordnet forbedring, og derfor er uPA mere effektivt 
bundet til uPAR end som frit i den ECM (Alfano et al., 2005). uPA kan både katalysere 
aktiveringen af plasminogen til plasmin som frit uPA og bundet til uPAR (Bekes et al., 2011; 
Montuori and Ragno, 2014). Selvom uPA kan udføre tumorassisterende aktiviteter, kan uPA 
også inaktiveres igen. Denne inaktivering kan opstå ved binding af en inhibitor til serin 
proteinase domænet. Et sådan inhiberende molekyle er for eksempel Plasminogen Activator 
Inhibitor 1 (PAI-1) og Plasminogen Activator Inhibitor 2 (PAI-2). PAI-1 er et enkeltkædet 
glykoprotein og består af 379 aminosyrer, som under inhiberingen af uPA/uPAR komplekset 
danner en kovalent binding, der derved skaber et inaktivt protein kompleks. Dette inaktive 
protein kompleks kan efterfølgende blive optaget af lysosomer. Lysosomet nedbryder PAI-1 og 
uPA, men genbruger uPAR (Alfano et al., 2005; Dass et al., 2008). 
7.3 Proteolytisk aktivitet og aktivering af vækstfaktorer 
Den enzymatiske aktivering af uPA aktiverer uPAs serin protease domæne, hvilket kan 
katalysere omdannelsen af plasminogen til aktivt plasmin. Plasmin muliggør herefter en 
kaskade af proteolytiske aktiviteter, der nedsætter den ECMs sammenholdningsevne se figur 
24. ECM nedgraderingen øger tumorcellers evne til at invadere og derved dannelse af 
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metastaser. Aktivt plasmin nedbryder forskellige ECM proteiner, så som fibronectin og laminin. 
Plasmin har, ud over disse proteolytiske aktiviteter, også evnen til at aktivere andre proteaser, 
som for eksempel MMP’er. Blandt de vigtigste er MMP-1 og MMP-3, der også anses for at have 
indvirkning i dannelsen af metastaser og stor betydning for nedbrydningen af den ECM (Bekes 
et al., 2011). Under metastaseprocessen igangsættes adskillige vækstfaktorer, der alle 
medvirker til tumorvækst i form af blandt andet angiogenese og forhindringen af apoptose. Når 
uPA er bundet til uPAR kan dette kompleks, udover at aktivere plasminogen, også aktivere 
andre proteiner så HGF, som forhindrer celler i at igangsætte apoptose og hjælper med at 
udtrykke angiogenese. Plasmin er medvirkende til produktionen af andre vigtige proteolytiske 
proteiner, så som TGF-β, gelatinase og collagenase (Alfano et al., 2005; Andreasen et al., 1997). 
Plasmin fremmer, ud over de i forvejen nævnte proteiner, også angiogenese ved at aktivere 
VEGF, der er vigtige proteiner i processer som neoangiogenese og angiogenese (Dass et al., 
2008). Hele sammenspillet mellem uPA og plasmin, samt deres signaleringsveje er vist på figur 
24. 
 
Figur 24 viser signalveje udført af uPA. uPA/uPAR komplekset kan aktivere både HGF og plasmin. HGF forhindrer 
apoptose, hvor plasmin kan udfører en række reaktioner, der øger produktionen af proteiner som for eksempel TFG-
β, Gelatinase og Collagenase. Plasmin står også for aktiveringen af MMP’er, der leder til nedbrydning af den ECM. Alle 
disse signaleringsveje peger imod ekspressionen af invasion og dannelsen af metastaser. Figuren er udarbejdet med 
inspiration fra (Dass et al., 2008) 
Roskilde Universitet   Fagmodulprojekt: Medicinalbiologi 
Side 53 af 73 
 
7.4 uPA og metastaser 
Der er igennem tiden lavet mange undersøgelser om uPA systemets udtryk i forskellige 
cancertyper, heriblandt brystcancer. Et studie påpeger, at forhøjet uPA aktivitet ved 
celleoverfladen, kan være en indikator for brystcancer (Stillfried et al., 2007). Unormal aktivitet 
og produktion af både uPA og PAI-1 er associeret med en dårlig prognose for patientens 
cancerstadie. Igennem de seneste år er der kommet mere fokus på disse proteiners udtryk i 
stroma (Dass et al., 2008). En anden meget udbredt cancertype er prostatacancer. Et studie, der 
undersøger prostatacancer viser, at uPA/uPAR systemet kan være en vigtig kandidat til 
cancerbehandlingen. Studiet viste, at Small Hairpin RNA kunne bruges til at inhibere 
ekspressionen af uPA og uPAR mRNA og derved proteinernes produktion. Resultatet var en 
klar nedregulering af metastaseringer, og derfor en kandidat til videre forskning til eventuelle 
behandlingsmuligheder (Dass et al., 2008). Spiserørscancer er en af de cancertyper, der har den 
laveste overlevelsesrate. Et studie lavet med 56 patienter, undersøgte uPA, uPAR og PAI-2 
udtryk i spiserørscancer. Studiet viste, at normalt spiserørsvæv ikke udtrykte uPA, uPAR og 
PAI-2, men at spiserørscancercellerne udtrykte alle tre proteiner. Studiet viste derudover også, 
at væv, der havde en lav ekspression af uPA, kunne blive fuldt inhiberet af PAI-2, og patienter, 
der generelt havde højt udtrykt PAI-2, havde mindre sandsynlighed for at danne metastaser 
(Dass et al., 2008; Shiomi et al., 2000). uPA, uPAR, PAI-1 og PAI-2 er blevet forbundet med en 
lang række af andre cancertyper, heriblandt ventrikelcancer (Ji et al., 2005), tarmcancer (Kim 
et al., 2006), lungecancer (Gutova et al., 2007), bugspytkirtelcancer (Bauer et al., 2005), 
knoglecancer (Dass et al., 2008), modermærkecancer (Rømer et al., 2001), cancer i 
livmoderhalsen (Kobayashi et al., 1994), nyrecancer (Swiercz et al., 1998)og leukemi (Aref et 
al., 2003). I næste kapitel vil der blive gennemgået forskellige musemodeller med henblik på 
uPA i forskellige cancertyper. 
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8 Funktionelle studier af uPA proteinet med musemodeller 
På baggrund af projektets kapitel 7 Det metastase-fremmende protein uPA vil der i følgende 
kapitel indgå studier af uPA proteinet, hvor de udvalgte musemodeller er anvendt. Disse 
modeller vil herefter danne grundlag for diskussionen. Fokus for analysen er uPAs funktion i 
metastaseprocessen. 
8.1 Syngen knockout musemodel 
Baggrund: Det er anerkendt, at uPA systemet er involveret i tumor- og metastaseudvikling, 
men de specifikke mekanismer, der ligger til grund for uPA systemets rolle i neoplasia, kendes 
ikke.  
Formål: Gutierrez et al. undersøgte, med en syngen fibrosarcoma musemodel, hvilken rolle 
uPA og PAI-1 spillede i tumorudvikling.  
Metode: Forsøget blev udført ved at indsprøjte murine fibrosarocam tumorceller, T241, i ni 
uPA(-/-), otte PAI-1(-/-) og i ni wild-type mus. Musene fik sprøjtet T241 s.c. ind mellem 
skulderbladene. Musene er fra den indavlede genetiske stamme, C57BL/6J, og var fem-seks 
uger, da forsøget blev påbegyndt. Tumorer blev målt ugentligt, hvor en digital skydelærer blev 
anvendt. De mus, der viste tumorer tre uger efter tumorcelle implementering, blev aflivet, 
hvorefter tumorer og indre organer blev fjernet og undersøgt. 
Resultater: Alle wild-type mus udviklede tumorer, hvorimod ikke alle uPA(-/-) og PAI-1(-/-) 
mus gjorde. Generelt havde wild-type musene større primærtumorer end uPA og PAI-1 
knockout musene. Hos wild-type musene blev der set metastaser i lunger og hjerne. Metastaser 
hos uPA og PAI-1 knockout musene blev udelukkende set senere sammenlignet med wild-type 
musene, også her blev de set i lunger og hjerne. Tumorer i uPA(-/-) og PAI-1(-/-) musene viste 
lavere celleproliferation og højere apoptotisk indeks, samt viste en anden neoangiogenetisk 
morfologi sammenlignet med wild-type musene.  
Konklusion: Studiet indikerer, at når værten ikke udtrykker uPA eller PAI-1 påvirker 
tumorvækst og spredning ved at ændre balancen mellem tumorproliferation og apoptose, samt 
ændre den ECM, der er nødvendig for invasion og angiogenese. Derved er det vigtigt for 
tumorudviklingen, at værten udtrykker disse proteiner (Gutierrez et al., 2000). 
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8.2 Xenogen knockout musemodel 
Baggrund: Forskellige studier har indikeret, at interaktionen mellem tumorceller og 
stromaceller har en sammenhæng med uPA-systemet.  
Formål: Frandsen et al. undersøgte, med en kombineret BALB/c og knockout musemodel, 
betydningen af stromalt uPA i human brystcancers tumorvækst. 
Metode: Der er i studiet brugt 20 META/Bom, en undergruppe af BALB/c, mus som wild-type 
og 19 knockout mus, som var en krydsning af C57B16J/129 og META/Bom, uPA(-/-). Musene 
havde en alder på otte-tolv uger ved forsøgets start og blev aflivet 50 dage efter. Musene blev 
injiceret s.c. i begge sider af maveregionen med den humane brystcancer cellelinje MDA-MB-
435 BAG. Tumorstørrelsen blev målt to gange ugentligt ved brug af digital skydelære, og 
lungemetastasestørrelsen blev evalueret på baggrund af deres overflademål. Tumor 
angiogenese blev bestemt ud fra stereologiske undersøgelser af IHC kapillærer. 
Resultater: S.c. tumorer og lungemetastaser blev sammenlignet mellem wild-type og uPA(-/-
). Der blev ikke set nogen signifikant forskel på omfanget af primærtumorerne, hvorimod 
væksten viste sig at være signifikant langsommere hos uPA(-/-) musene. Derudover blev der 
set en ikke-signifikant tendens til, at uPA(-/-) musene havde færre lungemetastaser. Der blev 
endvidere set en ikke-signifikant indikation af, at uPA(-/-) musene viste en tendens, der pegede 
imod lavere tumor angiogenese sammenlignet med uPA(+/+). 
Konklusion: Resultaterne peger i retning af, at stromalt uPA er essentielt for primærtumorens 
vækst. Endvidere blev der set en svag indikation på, at uPA(-/-) musene udviklede færre 
lungemetastaser, hvilket kan skyldes deres nedsatte evne til at danne angiogenese (Frandsen 
et al., 2001). 
8.3 MMTV-PyMT knockout musemodel 
Baggrund: Trods den omfattende biokemiske viden om uPA-systemet, er de fysiologiske roller 
af uPA ikke fuldt undersøgt. uPA er blevet set have en effekt på tumor- og metastaseudvikling i 
en række studier med henholdsvis overudtrykt uPA, anti-uPA antigener, uPA knockout mus 
eller ved præparater, der blokerer interaktioner mellem uPA og uPAR. Ingen af disse studier 
har haft fokus på uPAs rolle i udvikling og progression i en transgen spontant opstået tumor.  
Formål: Almholt et al. undersøgte metastaser til lungerne fra spontant opstået brystcancer i en 
dobbelttransgen MMTV-PyMT uPA knockout musemodel. 
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Metode: Der er ved studiet anvendt 28 FVB-PyMT uPA(-/-) mus, 27 FVB-PyMT uPA(+/+) mus, 
otte FVB uPA(-/-) mus, samt otte FVB uPA(+/+) mus, der alle sammen var fra den indavlede 
musestamme FVB/N. Der anvendes kun hunner i studiet til at studere mammatumor- og 
metastaseudvikling. De blev aflivet efter 100-104 dage, hvorefter deres lunger, samt 
tumorvævet blev fjernet og klargjort til nærmere undersøgelse. 
Resultater: Tumorudviklingen i uPA knockout musene var omkring fire dage forsinket, i 
forhold til wild-type musene, hvilket resulterede i, at knockout musene havde en reduktion af 
størrelsen på den endelige tumor omkring dag 100-104, og gik fra et gennemsnitlig 
tumorstørrelse på 4,0 mm3 hos wild-type til 3,0 mm3 hos uPA knockout musene. Næsten alle 
transgene mus udviklede metastaser i lungerne i og med, at 26/28 af uPA knockout musene og 
26/27 af wild-type musene udviklede metastaser. Derimod udviklede ingen af de i alt 16 FVB 
uPA(-/-) og FVB uPA(+/+) kontrol mus metastaser i lungerne. Den gennemsnitlige størrelse på 
metastaserne var derudover reduceret fra 1,58 mm3 hos wild-type til 0,21 mm3 hos uPA 
knockout musene. 
Konklusion: Resultaterne viste, at der ikke var nogen signifikant forskel på tumorudviklingen 
mellem wild-type og uPA knockout musene. Endvidere blev der også set en reducering på en 
faktor syv i størrelsen af lungemetastaserne fra wild-type til uPA knockout musene. Betragtes 
dette resultat i forhold til konfidensintervallerne, blev der dog set et overlap, hvilket kunne 
skyldes, at ikke alle wild-type musene udviklede metastaser, og dette derved påvirker 95 %-
konfidensintervallet. Studiet indikerer dog, at når værten ikke udtrykker uPA, bliver 
metastasedannelsen påvirket negativt. Det er derved vigtigt, at værten udtrykker uPA, for at 
brystcancer kan metastasere til lungerne (Almholt et al., 2005). 
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9 Diskussion 
I dette kapitel vil kvaliteten af musemodeller blive diskuteret, herunder om den viden vi får fra 
musemodeller kan overføres til mennesker samt fordele og ulemper ved de forskellige 
musemodeller. Der vil blive taget udgangspunkt i de udvalgte musemodeller fra kapitel 4 
Musemodeller for metastase. De funktionelle studier af S100A4 og uPA proteinerne med 
musemodeller fra kapitel 6 Funktionelle studier af S100A4 proteinet med musemodeller og 8 
Funktionelle studier af uPA proteinet med musemodeller vil blive sammenlignet og diskuteret.  
9.1 Fordele og ulemper ved mus som forsøgsdyr 
Dyremodeller har længe været anerkendt som et vigtigt redskab til at studere årsager til 
sygdomme og til at finde nye behandlingsformer. Musen er praktisk som forsøgsdyr og på 
grund af musens hurtige reproduktionscyklus og lille størrelse, er musen blevet det mest 
anvendte mammale forsøgsdyr (Church et al., 2009), se figur 26. På figur 26 er det, i et 
søjlediagram, vist hvor ofte musemodeller bruges, grøn søjle, i forhold til rotter, lilla søjle, 
kaniner, gul søjle og grise, blå søjle. Det ses, at mus og rotter dominerer som forsøgsdyr. 
Søjlediagrammet er lavet ud fra, hvor mange publicerede artikler, der var i søgedatabasen Web 
of Science fra år 1995-2009 med søgeordene; mice, rats, rabbits og swine (Alstrup, 2010). 
 
Figur 25 viser antallet af publicerede artikler i søgedatabasen Web of Science fra år 1995-2009 med søgeordene mice, 
rats, rabbits og swine (Alstrup, 2010).   
Musemodeller bruges ofte som værktøj til at studere humane sygdomme herunder cancer, hvor 
de forskellige cancerstadier i mennesker eksempelvis studeres (Church et al., 2009). I 
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cancerforskning bruges musemodeller i 87 % af tilfældene (Alstrup, 2010). Det er vigtigt at 
huske på, at der er begrænsninger ved musemodeller for humane sygdomme, da det kun er 
modeller. Mennesker og mus er langt fra den samme organisme og der vil derfor altid være 
forskelle. Disse forskelle er eksempelvis levetid, adfærd og miljøpåvirkninger. Derfor vil den 
virkning, som ses i musemodeller, aldrig være 100 % sammenlignelige med virkningen i 
mennesker (Church et al., 2009).  Musens genom blev kortlagt i 2002, dette var dog kun en 
primær model, og der arbejdes stadig i at kortlægge musens genom fuldstændig. The Mouse 
Encode Project har i slutningen af 2014 publiceret fire artikler, der præsenterer et omfattende 
datasæt om genom regulering i musen (Carninci, 2014). Det er anerkendt, at mus og mennesker 
deler omkring 70 % af de protein-kodende gensekvenser, dette udgør dog kun 1,5 % af det 
samlede genom. The Mouse Encode Project har til formål at hjælpe til at forstå forskellene og 
lighederne mellem menneskets og musens genom. Denne viden vil kunne hjælpe forskere til at 
forstå, hvornår musemodellerne vil være relevante at bruge og endnu vigtigere, hvornår de ikke 
vil kunne bruges (Health, 2015). Inden for specifikke områder er musen og mennesket for 
forskellige til, at musemodeller kan bruges til at fortælle noget om virkningen på mennesker. 
Musemodeller bruges, som nævnt tidligere, 87 % af gangene til cancerforskningen, derunder 
også metastaseringsprocessen. Dette er dog ikke det mest optimale tilfælde, da musen og 
menneskets genom adskiller sig fra hinanden i for eksempel immunsystemet. Immunsystemet 
har en afgørende rolle for metastaseprocessen, så hvor meget vil musemodellerne af 
metastaseprocessen kunne bruges til? Det er umuligt at udtale sig om, om mennesker og mus 
vil reagere ens - specielt når genomet adskiller sig i lige netop immunsystemet (Church et al., 
2009; Health, 2015). Forskellen i genomet vedrørende immunsystemet skyldes formentlig, at 
mennesket og musen har tilpasset sig til forskellige miljøpåvirkninger (Health, 2015).  Selvom 
genomet omkring immunsystemet varierer vil der stadig være dele af immunsystemet, som er 
ens mellem mennesker og mus. Så i stedet for at studerer hele immunsystemet, hvor der ikke 
vil kunne konkluderes noget ud fra musemodellerne, så kan der i stedet for kigges på 
delelementer, hvor mennesker og mus er ens, hvormed resultaterne fra musemodellerne kan 
bruges. Dette gør sig ikke kun gældende omkring immunsystemet, men generelt i brugen af 
musemodeller. Musemodellerne skal bruges til det de kan beskrive, men de skal ikke 
overvurderes. En anden ulempe ved brugen af musemodeller er, at musene, der bliver brugt er 
genetisk ens, da de er homozygote indavlede. Der opnås derfor ikke den genetiske variation, 
der ses hos mennesker, i musemodellerne. Hvis der omvendt skulle tages højde for, at musene 
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ikke skulle være genetisk ens, ville det medføre ulempen, at der skulle bruges rigtig mange mus 
for overhovedet at se, om der var en effekt (Khanna and Hunter, 2005).   
 
I 1959 opstillede Russell og Burch ”The Principles of Humane Experimental Technique”, som 
er en generel guide-line for, hvilke aspekter alle dyreforsøg bør indeholde. Her blev tre-R-
begrebet, der står for ”replacement”, ”reduction” og ”refinement”, introduceret. ”Replacement” 
betyder, at forsøgsdyr så vidt muligt skal udskiftes med alternative metoder, ”reduction” ligger 
op til, at antallet af forsøgsdyr skal reduceres til et minimum, hvor der stadig kan opnås 
brugbare resultater og med ”refinement” menes der, at forsøgets metode skal være så 
gennemarbejdet og forfinet som muligt. Tre-R-begrebet går dermed ud på at minimere dyrenes 
lidelser og tilgodese dyrene (Workman et al., 2010). Formålet er, at få de bedst mulige 
resultater ved brug af mindst mulige forsøgsdyr, som ikke lider overlast. Det etiske dilemma er, 
at der ikke findes nogle alternativer til dyreforsøg. Hvad er det minimale antal af forsøgsdyr, 
der kan anvendes, hvor det stadig giver brugbare resultater. Hvordan vurderes det om dyrene 
lider overlast eller ikke. I Danmark er der en lovgivning for, hvor store tumorerne hos 
forsøgsmusene må være, før musene skal aflives. Tumorerne ikke må overstige 12 mm i 
diameter. Der kan dog søges om særskilt tilladelse til at lade musene leve længere, hvis der 
holdes ekstra opsyn med musenes velbefindende, samt de bliver aflivet, hvis de viser tegn på 
smerte. Disse regler kan derved hænge sammen med, at der ikke er nogen gode musemodeller 
for metastaseudviklingen, da musene ikke må lide overlast. Musene kan derfor blive aflivet 
inden de har dannet metastaser. Endvidere er spørgsmålet om dyreforsøg kan undgås. Ville der 
blive stolet mere eller mindre på eksperimenter, der ikke involverer mus eller andre dyr, men 
i stedet er baseret på simuleringer? 
 
Som beskrevet i dette afsnit er der en del ulemper ved musemodeller og problemet er, at der 
ikke findes et bedre alternativ. Der kan ikke eksperimenteres på mennesker af indlysende 
grunde, derfor bliver der brugt modeller. Der er dyr, der ligner mennesket mere end musen, 
som for eksempel aber og grise, men det vil kræve alt for mange ressourcer, eksempelvis plads 
og penge. Derved er musemodeller den bedste mulighed i øjeblikket og der arbejdes meget på 
at optimere musemodeller ved for eksempel at kortlægge musen og menneskets genom og 
sammenligne dem.  
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9.2 Fordele og ulemper ved de forskellige typer af musemodeller 
I følgende afsnit beskrives fordele og ulemper ved de udvalgte musemodeller, der er blevet 
beskrevet i kapitel 4 Musemodeller for metastase. De forskellige musemodeller vil blive vurderet 
i forhold til, hvor nyttige de er til at undersøge metastaseprocessen.  
9.2.1 Transplanterede musemodeller, syngene og xenogene 
Sammenlignes de to transplanterede musemodeller, syngene og xenogene, giver de syngene 
musemodeller det bedste indblik i, hvordan tumorer interagerer med det omkringliggende 
miljø, da musene stadig har et immunforsvar og cancercellerne matcher værten. De xenogene 
musemodeller burde bruges til overordnede studier, da det er svært at benytte dem til 
specifikke undersøgelser, da musens immunforsvar er svækket eller fjernet. Ved at musens 
immunforsvar er svækket eller fjernet gør, at xenogene musemodeller ikke afspejler realistiske 
forhold. Det vil sige, at immunforsvarets rolle i tumorprogressionen ikke kan undersøges ved 
hjælp af en xenogen musemodel. Det kan diskuteres hvorvidt resultater fra xenogene 
musemodeller kan benyttes, når modellen afspejler falske forhold. Omvendt er fordelen ved 
xenogene musemodeller, at cancercellerne er humane modsat syngene musemodeller, hvor 
cancercellerne er murine. I og med cancercellerne, der indsprøjtes i xenogene musemodeller, 
er humane forsikrer det, at cancercellerne agerer som i mennesker. Mus, der bruges i xenogene 
musemodeller, har som beskrevet enten svækket eller helt fjernet immunforsvar, dette gør dem 
dyre at holde, i og med de skal leve 100 % sterilt og kræver dragter og handsker til dem, der 
skal i nærheden af dem. Derimod er de mus, der bruges til syngene musemodeller, de billigste 
og de mindst tidskrævende, også hvis de sammenlignes med musene, der udvikles til genetisk 
modificerede musemodeller. Ved de transplanterede modeller for metastatisk spredning er det 
vigtigt at indsprøjtningen af cancerceller foregår meget omhyggeligt, da injiceringen ved 
spontane metastase assays ikke må komme i blodbanen. Ligeledes ved eksperimentelle 
metastase assays skal tumorcellerne direkte ind i blodbanen, hvis der rammes forkert kan det 
give misvisende resultater, og cancercellerne vil derved ikke have haft samme forudsætninger 
for at metastasere.  
 
De syngene musemodeller vil kunne benyttes til at undersøge metastaseprocessen, da 
immunforsvaret, cancercellernes interaktion med det omkringliggende miljø og deres 
cirkulation i blodbanen er bevaret. Ved de transplanterede modeller, hvor spontane metastase 
assays benyttes, vil alle trinnene i invasion-metastase kaskaden kunne undersøges. Ved 
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eksperimentelle metastase assays vil kun de sidste trin af invasion-metastase kaskaden kunne 
undersøges, i og med cancercellerne indsprøjtes i blodbanen, og derfor springer trinene; lokal 
invasion og intravasation over. Det er svært at vide, hvilken betydning det har for 
cancercellerne, at de første trin i invasion-metastase kaskaden springes over. Det kunne for 
eksempel betyde, at de ikke var lige så resistente over for de angreb de skal overleve i 
blodbanen, og det derfor vil give misvisende resultater. De xenogene musemodeller er ikke 
optimale til at undersøge metastaseprocessen i og med immunforsvarets rolle ikke kan 
undersøges. Cancercellerne i xenogene musemodeller har nemmere ved at overleve, da intet i 
musen vil prøve at bekæmpe dem. De xenogene musemodeller, der undersøger 
metastaseprocessen, kan derfor ikke bruges til at konkludere, hvordan det foregår i mennesker.  
9.2.2 Genetisk modificerede musemodeller 
PyMT musemodellen er en transgen musemodel, der giver mulighed for at undersøge effekten 
af et bestemt gen. Fordelen ved PyMT musemodellen er, at den efterligner human 
brystcancerudvikling med hensyn til de forskellige biomarkører. Det vil sige, at biomarkørerne, 
der er til stede i human brystcancer, også er til stede i PyMT modellen. En ulempe ved PyMT 
musemodellen er, at PyMT er kunstigt idet, at musene får PyMT induceret gennem en virus. 
Derudover er PyMT ikke udtrykt i mennesker. Tumorerne hos PyMT musene vokser meget 
hurtigt, og musene aflives derfor oftest inden, de har udviklet metastaser. Dette gør, at det 
aldrig vil være 100 % af PyMT wild-type musene, der udvikler metastaser. Dette gør det svært 
at bruge PyMT musemodellen, når metastaseprocessen undersøges. En anden ulempe er, at 
PyMT musene udvikler brystcancer under puberteten, da mutationer sker på samme tid og 
meget hurtigt i musene, hvilket heller ikke afspejler virkeligheden, da brystcancer sjældent 
opstår i puberteten hos mennesker.   
 
Knockout musemodellen giver mulighed for at undersøge et enkelt gens funktion i for eksempel 
metastaseprocessen. Fordelen ved brugen af knockout mus er, at det ønskede gen er fjernet i 
alle væv, hvormed knockout musene nemt kan reproduceres igen og igen. Det er også nemt, at 
undersøge, funktionen af det ønskede gen, da genet er fjernet i alle væv i musen. Det er dog også 
en ulempe, at genet er fjernet i alle væv i musen. For eksempel hvis genet, som ønsket 
undersøgt, er involveret i den embryonale udvikling kan fjernelsen af dette gen medfører 
dødfødt afkom, og genets funktion kan dermed ikke studeres i levende mus. En anden ulempe 
ved brugen af knockout mus er, at musene tager lang tid at fremavle. Først skal det valgte gen 
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modificeres in vitro, derefter skal vektoren sættes ind i ES celler, hvorefter ES cellerne skal 
sorteres efter, hvilke der har fået det modificerede gen rigtig indsat. Disse ES celler skal nu 
sættes ind i en blastocyst, som bliver sat ind i en pseudo-gravid hunmus. Der skal nu fremavles 
tre generationer af mus før, at den endelige knockout mus er fremavlet. En tredje ulempe er, at 
det tager rigtig lang tid at tjekke om musene nu også indeholder det inaktiveret gen. Dette gøres 
ved brug af PCR. Der bliver derfor også oftest brugt færre knockout mus end wild-type i 
studierne, hvilket statistisk set ikke er optimalt. Det er altså både dyrt og tidskrævende at lave 
knockout mus. En fjerde ulemper er, at hvis kun et enkelt exon på genet er fjernet kan de andre 
exons på genet lave en uventet ekspression. I få tilfælde kan knockout musene resulterer i en 
komplet mangel på en fænotype, hvis det modificerede gen er tæt relateret med andre gener. 
Dette betyder, at det kan være nødvendigt at lave dobbelt eller triple knockout mus (Davey and 
MacLean, 2006).  
 
De vævsspecifikke knockout mus er mere specialiseret end de generelle knockout mus. Cre-
loxP teknologien gør det muligt kun at fjerne det ønskede gen fra et bestemt væv. Genet behøver 
dermed ikke at fjernes fra alle væv ligesom i de generelle knockout mus. Dette gør det også 
muligt at undersøge gener, som er involveret i den embryonale udvikling. En af ulemperne ved 
de vævsspecifikke knockout mus er, ligesom de generelle knockout mus, at de tager lang tid at 
fremavle, de er dyre samt det tager lang tid at tjekke om de nu også er vævsspecifikke knockout 
mus. En ulempe, som kun er ved de vævsspecifikke knockout mus er, at der skal findes en 
promotor i musen, som kan styre ekspressionen af Cre, hvormed det ønskede gen bliver fjernet 
helt fra det specifikke væv. Hvis dette ikke lykkes kunne det forestilles, at der ville komme en 
uventet ekspression af det modificerede gen, ligesom ved de generelle knockout mus (Davey 
and MacLean, 2006). 
 
Selvom de genetisk modificerede musemodeller er de mest krævende at avle, både i tid og 
økonomi, er det de mest optimale musemodeller indtil videre. Fordelene ved knockout 
musemodellerne er, at immunsystemet er intakt, og at man kan undersøge funktionen af et 
bestemt gen over tid. Dette er specielt relevant, når metastaseprocessen skal undersøges. Der 
er mange forskellige gener, der spiller en rolle i invasion-metastase kaskaden, og ved hjælp af 
knockout musemodellerne kan det specifikke gens funktion undersøges over tid. De vævs 
specifikke knockout musemodeller gør det endvidere muligt at undersøge det specifikke gens 
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funktion i et bestemt væv og ikke i alle væv. Generelt findes der ikke mange optimale 
musemodeller for metastaseudviklingen, hvilket er problematisk med hensyn til resultaterne. 
Derfor er vurderingen af resultaterne af musemodellerne utrolig vigtig.  
9.3 Funktionelle studier af S100A4 og uPA 
Sammenlignes de funktionelle studier af S100A4 proteinet ses det, at studierne (Schmidt-
Hansen et al., 2004a), (Grum-Schwensen et al., 2005) og (Grum-Schwensen et al., 2010) 
undersøger S100A4s ekstracellulære rolle, S100A4s rolle i tumorudviklingen, samt S100A4s 
rolle i de første trin af invasion-metastase kaskaden. I de senere studier af (Wetting et al., 2011) 
og (O'Connell et al., 2011) blev der undersøgt den stromale effekt på cancervækst og 
progression, om tumor mikromiljøet spillede en rolle i ekspressionen af S100A4 i 
tumorcellerne og det omkringliggende stroma samt stromacellers rolle i metastaseprocessen. 
Dette indikerer, at forskningen har skiftet fokus fra kun at studere de metastase-fremmende 
proteiners funktion i tumorcellerne, til at studere miljøet omkring tumorcellerne blandt andet 
stromacellernes rolle i tumorudviklingen og metastaseprocessen.  
 
Hvis der kigges nærmere på de enkelte studier undersøgte Wetting et al. om tumormikromiljøet 
spiller en rolle i ekspressionen af S100A4 i tumorcellerne i en xenogen musemodel (Wetting et 
al., 2011). Det er ikke optimalt at undersøge mikromiljøets rolle i en xenogen musemodel, da 
musene er immunkompromitterede og interaktionen mellem tumormiljøet og værten derfor 
ikke kan undersøges optimalt. Det er derfor utrolig vigtigt at være kritisk over for resultaterne, 
da studiet ikke efterligner virkelige forhold. 
 
I studiet af Schmidt-Hansen et al. blev alle musene aflivet seks uger efter indsprøjtningerne, 
hvorefter deres lunger og lever blev undersøgt for metastaser. Dette er en ulempe, da kun to af 
musene med rekombinant Myo117 udviklede metastaser, hvor fem af musene med 
rekombinant S100A4 udviklede metastaser (Schmidt-Hansen et al., 2004a). Det er ikke til at 
vide om flere af musene med rekombinant Myo117 ville have udviklet metastaser, hvis forsøget 
havde fortsat i længere tid. Musene undersøges ikke før de er aflivet, derfor skyldes aflivningen 
altså ikke lovgivningen omkring den maksimale tumorstørrelse. En ulempe ved at bruge 
rekombinante proteiner er, at det er kunstigt fremstillet og det vides derfor ikke om proteinet 
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folder som det burde. En mere optimal måde at udføre disse forsøg på er, at aflive musene 
efterhånden som tumorerne, når den maksimale størrelse.  
 
I studiet af Frandsen et al. blev alle musene aflivet 50 dage efter injicering. Dog blev tumorernes 
størrelser fulgt ved måling to gange ugentligt, hvilket forsikrede at musene havde nået at 
udvikle metastaser. Der var ikke nogen signifikant forskel på de to gruppers størrelser af 
lungemetastaser, hvilket muligvis kunne have være observeret, hvis musene var blevet aflivet 
efterhånden som alle tumorer opnåede den maksimale størrelse (Frandsen et al., 2001). 
 
I studiet af Grum-Schwensen et al. blev 40 S100A4 wild-type mus og 26 S100A4 knockout mus 
undersøgt (Grum-Schwensen et al., 2005). Et problem ved dette studie er, at for at kunne 
vurdere resultaterne optimalt, burde der være lige mange mus i de forskellige grupper. Dette 
ville have gjort det mere korrekt at sammenlige resultaterne fra de to grupper bagefter. En 
fordel ved studiet var, at de ikke aflivede musene på samme tid, da knockout musene udviklede 
metastaser senere end wild-type musene. Hvis musene var blevet aflivet på samme tid, var det 
ikke sikkert, at knockout musene havde nået at danne metastaser.  Det samme gjorde sig 
gældende i studiet af Gutierrez et al., hvor knockout musene også udviklede metastaser senere 
end wild-type musene. Studiet viste, at både uPA(-/-) og PAI-1(-/-) musene havde mindre 
tumorvækst end wild-type musene. At PAI-1 havde mindre tumorvækst modstrider, at det er 
en inhibitor og fjernelse af en inhibitor for metastase-fremmende protein i teorien burde 
fremme tumorvæksten. Dette kan skyldes, at uPA ikke alene har en metastase-fremmende 
funktion, men at interaktionen med inhibitorerne spiller en rolle for uPAs metastase-
fremmende effekt (Gutierrez et al., 2000). 
 
I studiet af Almholt et al. blev en PyMT musemodel undersøgt, hvilket medførte at musene ikke 
blev injiceret, og der dermed var færre fejlkilder. Dog blev alle mus aflivet efter 100-104 dage, 
hvilket er med få dages mellemrum, som med stor sandsynlighed skyldes, at PyMT er en meget 
aggressiv cancer, og derved har alle tumorerne opnået maksimalstørrelsen tæt på hinanden 
(Almholt et al., 2005). 
 
Den mest optimale måde at følge metastasedannelsen over tid blev brugt i studierne af Grum-
Schwensen et al. og O’Connell et al. (Grum-Schwensen et al., 2010) (O'Connell et al., 2011). 
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Musene i disse forsøg udtrykte GFP. GFP gjorde det muligt at følge tumor- og 
metastaseudviklingen i musene uden at aflive dem, hvilket medvirkede, at det var muligt at 
følge musene i længere tid og derved sikre, at tumorerne ikke når en størrelse, hvor musene 
lider overlast. En ulempe ved studiet af O’Connell et al. er, at de kun brugte fem-otte mus i alle 
fire grupper, dette er ikke et optimalt antal af mus. Det er dog ofte sådan, når Cre-loxP 
teknologien bruges, da musene er specialiserede og derfor er krævende i tid og penge at avle. 
Det er statistisk optimalt at bruge mellem 10 og 20 mus. Hvis der bruges et lille antal af mus, 
har den enkelte mus for stor statisk signifikans.  
9.4 uPA, S100A og metastaseprocessen 
uPA og S100A4 er i disse museforsøg blevet undersøgt hver for sig, men de har dog en vigtig 
forbindelse. Begge proteiner har en effekt på apoptose, angiogenese og mange flere processer. 
Derudover opregulerer de sig selv ved et positiv feedback loop regulering. Generelt bliver uPA, 
S100A4 og andre proteiner primært undersøgt hver for sig, hvilket øger forståelsen for disse 
enkelte proteiners funktioner i cancer. Undersøgelser af proteiners indvirkning på hinanden 
kan give vigtige informationer om, hvordan sådanne interaktioner influerer i cancer og 
metastaseprocessen. Mange undersøgelser er simplificeret, da det kan være for komplekst at 
undersøge hele systemer til mindste detalje. Vækstfaktorer, Ca2+ koncentrationer, 
ekspressionen af mRNA og mange andre reguleringsfaktorer kan være altafgørende for om 
proteiner som uPA og S100A4 kommer til udtryk, og om hvor effektivt de fungerer. Dette er 
også vigtigt at tage højde for i musemodellerne.  
 
Det kan være svært at konkludere noget om mennesker ud fra forsøg lavet med mus. 
Resultaterne kan muligvis give et fingerpeg om, hvordan processerne foregår i mennesker. I 
den ideelle musemodel findes der ingen fejlkilder, men dette kan aldrig undgås. Ved alle 
museforsøg, hvor der bliver lavet injektioner, er der altid en risiko for, at der bliver lavet skade, 
eller der opstår en svækkelse af det benyttede væv. Denne skade eller svækkelse kan være skyld 
i, at en eventuel tumor kan vokse bedre og hurtigere, eller at metastaseringer kan fremskyndes. 
Fejlkilder som disse kan være utroligt svære at opdage, da forsøgsresultaterne i forvejen 
varierer.  
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10 Konklusion 
Cancer er stadig den dag i dag en sygdom, hvor der bruges mange ressourcer både på 
behandling og forskning. Dette skyldes primært cancers evne til at metastasere. Igennem de 
sidste årtier må fokus i forskningen siges at have rykket sig fra tumoren alene til både at 
fokusere på tumoren, det omkringliggende stroma og mikromiljøet. Både S100A4 og uPA har 
indflydelse på cancers evne til at danne metastaser og invadere nyt væv. De er også begge 
involveret i processer som regulering af vækstfaktorer, hindring af apoptose, igangsættelse af 
angiogenese, cellemobilitet og aktivering af proteinaser, der nedbryder den ECM og 
basalmembranen, så som MMP’er. For at undersøge både S100A4s og uPAs rolle i 
metastaseringsprocessen er der blevet brugt syngene og xenogene transplantationsmodeller 
samt transgene musemodeller, som knockout mus og PyMT musemodeller. Det er gennem 
studierne vist, at S100A4s evne til at danne en metastatisk fænotype hovedsagligt skyldes det 
ekstracellulære S100A4. uPA er med til at initiere metastaseprocessen ved at aktivere plasmin, 
som aktiverer MMP’er, der remodellerer den ECM og muliggør lokal invation. Xenogene 
musemodeller egner sig ikke til at studere interaktionen med tumormikromiljøet og 
tumorvækst, da musene er immunkompromitterede, og tumorcellerne og stroma er ikke fra 
samme art. Syngene musemodeller viste sig at være velegnet til at studere det dynamiske 
sammenspil, der er mellem tumoren og stroma, da vævet er fra samme vært. Knockout 
musemodeller kan være et stærkt værktøj til at undersøge et proteins funktion, da proteinet 
kan fjernes og der derved kan studeres, hvilke funktioner det havde. Ydermere er det, ved hjælp 
af Cre-loxP teknologien, blevet muligt at undersøge proteiner i specifikt væv og i et specifikt 
tidsrum, hvilket er gavnligt for forskningen. PyMT musemodellen er fremstillet specifikt for at 
efterligne human brystcancer, og er i den sammenhæng en god model, da den efterligner de fire 
stadier af human brystcancer samt biomarkørerne. En ulempe er dog, at proteiner, udtrykt 
gennem PyMT musemodellen, transformerer cellerne hurtigt således, at mammatumorerne 
udvikles over kort tid. PyMT musemodellen er derfor ikke optimal til at studere dannelsen af 
metastaser. For at forstå metastasering bedre kan der udvikles dobbeltransgene mus ved at 
krydse PyMT musene med knockout mus for at studere funktionen af metastase-fremmende 
proteiner. Musemodellerne undersøger enten de tidlige stadier i invasion-metastase kaskaden 
eller de sene og fokusere oftest på enkelte proteiner eller cancer og stroma celletyper. Derfor 
bruges musemodeller ikke til at beskrive human cancer direkte, men skal nærmere ses som et 
værktøj, der kan give en forståelse for, hvilken retning yderligere forskning skal tage. De 
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ovennævnte musemodeller har hver deres fordele og ulemper. Det kan konkluderes, at der 
endnu ikke er nogen ideel musemodel til at studere metastaseprocessen i sin helhed, men at de 
beskrevne musemodeller i stedet giver et fingerpeg om, hvordan tumorer metastaserer. 
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